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RESUMEN

Teniendo en cuenta la creciente demanda de los consumidores por productos
funcionales y el elevado niumero de personas que padecen intolerancias a la lactosa, el
objetivo de este Proyecto Fin de Master ha sido la puesta a punto de un método analitico,
electroquimico, de caracter enzimatico, para la determinacién de lactosa en productos
lacteos bajos en lactosa (yogur y mantequilla). Se ha llevado a cabo en la empresa
CAPSA FOOQOD (Granda, Siero, Asturias).

Para ello se caracterizaron todos los productos mediante la medida de grasa, cenizas,
proteinas y extracto seco. Tras hallar el método idéneo para cada muestra, se estudio
la reproducibilidad del método, asi como el ciclo de vida de cada producto a lo largo de
4 semanas.

Los resultados obtenidos se enviaron a una empresa externa, y también se analizaron
mediante HPLC y mediante otro instrumento de tipo electroquimico enzimatico
(LactoSens) para ser cotejados, obteniéndose valores similares a los hallados con el
método estudiado.

La comparacién de los resultados con otros métodos ha demostrado la fiabilidad del
método puesto a punto de tal forma que se adoptara en el futuro en la empresa para la
fabricacion de derivados lacteos total o parcialmente deslactosados.

ABSTRACT

As a result of the increasing demand for the functional products on the part of the
consumers and the amount of people suffering lactose intolerance, this project aims to
develop an analytic, electrochemical, enzymatic method to quantify lactose in low lactose
dairy products (yogurt and butter). It was performed in CAPSA FOOD (Granda, Siero,
Asturias).

All the products were characterized by the measurement of fat, ash, protein and dry
extract. After finding the ideal method for each simple, the reproducibility of the method
was studied as well as the life cycle of each product over four weeks.

The obtained results were sent to an external company and they were also analyzed by
HPLC and by another electrochemical enzymatic technique obtaining similar values to
those found with the method studied.

The analytical method studied has shown the reliability of the method in such a way that
it will be adopted in the future in the company for the manufacture of totally or partially
delactosed dairy products.
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Los productos lacteos juegan un papel central en la dieta humana, constituyendo una
fuente rica de minerales, vitaminas y proteinas de alta calidad. Su contribucion para
alcanzar la ingesta recomendada de calcio para la salud 6sea en nifios y adultos asi
como la reduccién del riesgo de sindromes metabdlicos con el consumo diario de
productos lacteos, son algunos de los factores beneficiosos que se les asocian (Ohlsson
etal., 2017).

La lactosa es el carbohidrato caracteristico de la leche, comiunmente denominado
“azucar de la leche”. La fuente principal de lactosa es la leche de los mamiferos, aunque
también se encuentra presente en bajas concentraciones en sangre y orina,
especialmente durante el embarazo y la lactancia procedente de los tejidos mamarios.
La lactosa se encuentra en la orina de aproximadamente el 9% de la poblacién humana
sana de cualquier sexo que consumen una dieta normal, por lo que el origen es
probablemente alimentario (Flynn et al., 1953).

La concentracion de lactosa en la leche estd inversamente relacionada con la
concentracion de lipidos y caseina. La principal funcién de la lactosa y los lipidos en la
leche es como fuente de energia. Los lipidos son 2,2 veces mas densos en energia que
la lactosa, por lo tanto cuando se requiere una leche altamente cal6rica (mamiferos
marinos u 0sos polares en ambientes frios) se consigue aumentando el contenido en
grasa de la leche. La relacion inversa entre las concentraciones de lactosa y caseina
refleja el hecho de que la sintesis de lactosa atrae agua a la vesiculas de Golgi
diluyéndose asi la concentracion de caseina (Fuquay, 2011).

El primer registro de aislamiento de lactosa fue en 1966 por Bartolettus mediante
evaporacion de suero. A lo largo del siglo XVIII, la lactosa se convirtid en un producto
comercial, teniendo su principal uso en el campo de la medicina (como excipiente por
ejemplo). Se ha utilizado por médicos desde los tiempos de Hipdcrates para aprovechar
sus funciones y propiedades bioquimicas (Wong, 1988).

Debido al aumento de la intolerancia a la lactosa en la poblacién, la industria alimentaria
y en concreto la industria lechera desarrolla continuamente nuevos productos sin
lactosa. Segun la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria la concentracién de
lactosa en estos productos debe ser inferior a 1 g/l, sin embargo varias empresas indican
en sus etiquetas valores inferiores a 0,01% como una caracteristica de “calidad
superior’. Ademas, algunos productos lacteos se comercializan utilizando la
denominacién “lactosa reducida”, para la cual la concentraciéon de lactosa debe ser
inferior a 5 g/l. Teniendo en cuenta esta situacion en el mercado, la cuantificacion fiable
de la concentracién de lactosa en los alimentos se ha convertido en una tarea critica
(Trani et al., 2017).

Existen diferentes métodos para la determinacién de azlcares, aunque muchos de ellos
presentan inconvenientes considerables. Los métodos estandar precisan personal
cualificado, equipos costosos y engorrosos, requieren tiempo y son complejos. Otros
métodos son mas simples y rapidos pero menos precisos y selectivos (métodos
guimicos cualitativos como la polarimetria). Por esto, existe una urgente necesidad de
desarrollar métodos analiticos simples, rapidos, de bajo coste y precisos para la
determinacion de carbohidratos.

En la actualidad la tecnologia de los biosensores es una via de investigacion
prometedora para responder a los retos de los métodos tradicionales de analisis de
sacaridos por sus reconocidas ventajas como rapidez de analisis, bajo coste, alta
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sensibilidad y selectividad (Soldatkin et al., 2013), capacidad de miniaturizacion y de
andlisis de alto rendimiento (Yakovleva et al., 2012).

La inmovilizacion de enzimas usando diferentes métodos como atrapamiento, union
covalente, reticulacion y adsorcion se utiliza para la fabricacion de distintos tipos de
biosensores (Sharma et al., 2004).

OBJETIVOS

El objetivo de este Proyecto Fin de Master ha sido la puesta a punto de un método
analitico electroquimico-enzimético para la determinacion de lactosa en yogures y
mantequillas bajos en lactosa.

En CAPSA este método (BIOMILK) se encontraba optimizado para matrices lacteas
liquidas, y el objetivo de mi trabajo consisti6 en su optimizacion en matrices solidas y
semisolidas. Las matrices sélidas presentan el problema de dificil manejo de cantidades
exactas. Se deben transformar en liquidos para poder utilizarlos en el instrumento y
pipetear las cantidades necesarias de ellos. Los objetivos concretos a llevar a cabo
fueron:

» Caracterizar quimicamente las muestras a estudiar con el fin de conocer su
contenido real de lactosa.

» Valoracion de la reproducibilidad del método para muestras de leche, yogur y
mantequilla sin lactosa.

» Estudiar la influencia de los pretratamientos en las muestras sin lactosa.

» Determinacion de las condiciones experimentales 6ptimas para la determinacion
de lactosa en matrices sélidas y semisoélidas.

» Realizar un andlisis del tiempo de vida de las muestras.
» Comparar los resultados con otro método enzimatico (LactoSens).

> Contrastar los resultados obtenidos con laboratorios acreditados.

10
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2. CONSIDERACIONES TEORICAS
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2.1 RAZONES PARA EL DESARROLLO DE PRODUCTOS DESLACTOSADOS
INDUSTRIALES

Actualmente se dispone comercialmente de un gran nimero de alimentos diferentes sin
lactosa y, en particular, la demanda de productos lacteos bajos en lactosa esta
creciendo continuamente. El nivel de lactosa en estos productos disminuyé durante los
tltimos afios y hoy en dia una concentracion menor de 0,01% se acepta generalmente
como "sin lactosa" (van Scheppingen et al., 2017). Los motivos para el desarrollo de
productos bajos en lactosa se exponen a continuacion.

2.1.1 INTOLERANCIAS

2.1.1.1 INTRODUCCION

El “azucar de la leche” no es tan sélo una fuente de energia sino que también posee un
valor nutritivo. Su papel beneficioso se relaciona con tres conceptos:

» Lalactosa favorece tanto la asimilacién como la retencion de calcio. Por lo tanto,
en casos de insuficiencia de absorcién de lactosa o de deficiencia en lactasa
(alactasia), se comprueba la aparicién de osteoporosis.

» La lactosa tiene una importancia particular puesto que aporta galactosa, que es
necesaria para la actividad de las células cerebrales, especialmente para los
cerebrosidos.

» Lalactosa se digiere mas lentamente que otros glucidos. De este modo, favorece
la fermentacion de tipo acido en el intestino.

Estas propiedades tienen gran importancia en la nutricién de los jovenes (Alais, 1985).

La lactasa es la enzima que se desdobla en sus monosacaridos absorbibles. Esta
enzima es esencial para la alimentacién de los mamiferos recién nacidos, cuya fuente
de nutricion es la leche. La enzima se encuentra en las vellosidades del intestino
delgado, en la superficie fronteriza del cepillo apical de las células absorbentes
conocidas como enterocitos, con el cuerpo de la enzima, incluyendo el sitio catalitico,
sobresaliendo en el lumen del intestino (figura 1). La glucosa y la galactosa se
introducen en los enterocitos a través de una molécula transportadora especifica. En
mamiferos adultos distintos de seres humanos, la produccion de lactasa disminuye
significativamente después del destete, cuando la leche ya no es parte de la dieta. En
seres humanos que contindan consumiendo leche en la edad adulta, es mas
complicado, la produccién de lactasa persiste en la vida adulta de algunas personas
pero en otras no (Fuquay, 2011).

12
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Figura 1. Deteccion inmunohistoldgica de lactasa en la vellosidad superficial de una muestra de intestino humano
(Fuquay, 2011).

2.1.1.2 ALERGIAS E INTOLERANCIAS ALIMENTARIAS

Es importante distinguir entre una alergia a un alimento y una intolerancia alimentaria.
Mientras que una intolerancia es molesta y puede tener consecuencias en la salud y el
estilo de vida de los afectados, las alergias son mediadas por respuestas inmunes con
un peligro potencial. La intolerancia a la lactosa es un sindrome de sintomas causados
por una deficiencia de lactasa. Las personas intolerantes a la lactosa pueden estar
informadas de su fisiologia subyacente por su desagrado por la leche y evitar los
productos lacteos. La mejor fuente de calcio son los productos lacteos. Evitar estos
productos puede tener efectos adversos ya que el calcio es un nutriente esencial y el
mineral mas prevalente en el cuerpo humano (Carter & Attel, 2013).

La mala absorcién de lactosa se puede distinguir de la alergia a la proteina de la leche
por los sintomas y por el hecho de que los productos lacteos bajos en lactosa no
producen dichos sintomas (Fuquay, 2011).

2.1.1.3 MALA ABSORCION E INTOLERANCIA A LA LACTOSA

Debe distinguirse entre mala absorcién de lactosa e intolerancia a la lactosa.

La mala digestion de la lactosa es la incapacidad de digerir cuantitativamente una dosis
oral de lactosa en sus constituyentes azucares simples (glucosa y galactosa) durante
su paso a través del intestino delgado. El diagnéstico se realiza mediante medidas
objetivas de la incapacidad de tomar los carbohidratos del intestino.

La intolerancia a la lactosa es la experiencia de sintomas de disconfort gastrointestinal:
nalseas, gases, calambres y distension abdominal, eruptos o flatulencia y heces
acuosas tras la ingestion de lactosa (Zadow, 1992).

La intolerancia a la lactosa depende de varios factores, como la dosis de lactosa en
relacion con la actividad de la lactasa, la fuente de lactosa y alimentos sélidos que los
acompafan, el tiempo de transito, la accién microbiana del colon, la capacidad de
absorcion del colon de los productos de fermentacion de la lactosa y la sensibilidad
individual de cada individuo (Pawtowska, Umfawska & lwanczak, 2016).

13
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2.1.1.4 DEFICIENCIA PRIMARIA'Y SECUNDARIA

La intolerancia a la lactosa es la sensibilidad metabdlica mas comdn de la especie
humana, afectando a un 60-70% de personas en todo el mundo. Niveles inadecuados
de lactasa se traducen en molestias abdominales, hinchazén, gases y diarrea debido a
la lactasa no digerida en el colon, que es fermentada por bacterias. La deficiencia
primaria de lactasa es la causa mas comun de la intolerancia a la lactosa y se encuentra
mas frecuentemente en Sudamérica, Africa y Asia y en sus descendientes. La
deficiencia secundaria de lactasa resulta de la inflamacién del intestino delgado y puede
ser causada por un sobrecrecimiento bacteriano, gastroenteritis, la enfermedad celiaca
y desordenes en la movilidad gastrointestinal. La intoleracia a la lactosa comienza en la
infancia, pero es mas frecuente en la edad adulta porque la lactasa disminuye
progresivamente a lo largo de la vida. Alrededor de dos tercios de la poblacion mundial
no son portadores de la composicién genética que permite la produccion de lactasa y
por lo tanto son lactasa persistentes o no persistentes (Luthy, Larimer & Freeborn,
2017).

Los individuos “lactasa no persistentes” presentan bajos niveles de lactasa desde
edades tempranas. Este patron es similar a otros mamiferos pero en el caso de los
humanos el tiempo es mayor. Por otro lado, una minoria de la poblacién humana, retiene
altos niveles de actividad a lo largo de la vida adulta, lo que se denomina lactasa
persistentes.

La persistencia de una actividad elevada de lactasa ha demostrado ser claramente un
acontecimiento evolutivo humano relativamente reciente, surgido en los ultimos 8000 a
10.000 afios, coincidiendo con el desarrollo de la lecheria (Baffour-Awuah et al., 2015).

2.1.1.5 DISTRIBUCION

La distribucion global de la persistencia a la lactasa (figura 2) esta actualmente
bien caracterizada y revela que la no-persistencia a la lactasa es el fenotipo mas comudn
en humanos (65%), con la aparicion frecuente de persistencia a la lactasa que tiende a
restringirse a poblaciones con una larga historia de pastoreo y ordefio. La persistencia
a la lactasa tiene su mayor frecuencia en el noroeste de Europa con una tendencia
decreciente al sur y al este. En Africa y Oriente Medio la distribucién es irregular,
mostrando algunas tribus némadas pastoralistas con mayor frecuencia de persistencia
gue las que no beben leche y viven en el mismo pais. Se observa una correlacion de la
persistencia de la lactasa con la practica cultural del ordefio que sugiere que este rasgo
ha estado sujeto a una evolucién adaptativa (Fuquay, 2011).

14
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Figura 2. Distribucion global de la persistencia a la lactasa (Fuquay, 2011)

2.1.1.6 INTOLERANCIA PERCIBIDA

Algunos individuos experimentan los sintomas de la ingestion de leche y creen
que son intolerantes a menos de una taza de leche aunque no haya practicamente
evidencias para apoyar su suposicion de que los sintomas son debidos a una
intolerancia a la lactosa. Esto sugiere que la intolerancia a la lactosa esta altamente
influenciada por factores psicolégicos. De hecho, la intolerancia a la lactosa percibida,
se ha presentado como el mayor factor correlativo a la hora de limitar el consumo de
leche. Aun eliminando la lactosa en pacientes con sintomas, no siempre se mejoran los
mismos, ya que puede haber una causa subyacente como un intestino irritable, colitis,
enteritis, enfermedad celiaca u otros problemas clinicos que resultan en problemas
intestinales causando los sintomas (Brown-Esters, Mc Namara & Savaiano, 2012).

2.1.1.7 CONSIDERACIONES MEDICAS

El consumo de leche y productos lacteos por aguellos individuos incapaces de digerir
lactosa es normalmente consciente 0 inconscientemente ajustado para evitar
consecuencias adversas. Muchos productos lacteos comerciales contienen altas
concentraciones de lactosa introducidas en la fabricacion, por lo que la lactosa esta
presente de manera mas generalizada en la dieta, que lo estaba hace afios.

Muchas asociaciones han realizado estudios para demostrar los beneficios del consumo
de leche en personas lactasa-persistentes, por ejemplo proporcionando proteccion
frente a la osteoporosis, y muchas otras han puesto de manifiesto los efectos adversos
asociados a un alto consumo de leche en lactasa-persistentes como cataratas, cancer
de ovarios, enfermedades cardiacas y diabetes.

15
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Estos hallazgos contradictorios, son dificiles de evaluar debido al alto riesgo de
confusion de efectos como ascendencia mixta, ingesta dietética y variacion en la flora
intestinal (Fuquay, 2011).

2.1.1.8 TEST DE HIDROGENO

El estatus de persistencia a la lactasa normalmente es inferido mediante un método
indirecto que depende de la digestion de la lactosa. La diferencia en la digestion se mide
por un test que se conoce como “test de tolerancia a la lactosa” (Fuquay, 2011). Se trata
de un método simple y no invasivo para diagnosticar la mala absorciéon de lactosa
subclinica (Tamura, Shiomi & Hachiya, 2008).

Este consiste en la medida de la glucosa en sangre o del hidrégeno en la respiracion
después de una noche de ayuno. Se realiza una medida de referencia antes de la
ingestién de lactosa y después, a varios intervalos de tiempo. Un aumento de la glucosa
en sangre indica la digestién de la lactosa (se produce glucosa de la hidrolisis de lactosa
y se introduce en el torrente sanguineo), si no hay aumento es un indicativo de mala
digestion de lactosa (probablemente lactasa no-persistente). Un aumento en el
contenido de hidrégeno en el aire expirado también es indicativo de mala digestién y
refleja la fermentacion en el colon de la lactosa. Estas pruebas fisiol6gicas pueden dar
lugar tanto a falsos negativos como a falsos positivos (Fuquay, 2011).

2.1.1.9 LINEAS DE INVESTIGACION

El conocimiento profundo de las razones de la intolerancia a la lactosa ha sido un
estimulo para la investigacion, que se ha dirigido en dos direcciones:

1.- Productos con lactosa transformada por acidificacion o por hidrélisis. Las leches
acidificadas contienen lactosa (aunque en menor proporcion) y, de modo general, son
aceptadas por los individuos intolerantes.

2.- Las galletas a base de co-precipitados de proteinas de leche, que han servido para
complementar el régimen de poblaciones de Africa donde la alactasia impide la difusion
de la leche en polvo (Alais, 1985).

2.1.2 NUEVOS ALIMENTOS

Hoy en dia los alimentos no sélo nos proporcionan los nutrientes basicos, sino que
intentan mejorar el bienestar fisico y mental de los humanos asi como prevenir
enfermedades relacionadas con la nutricion.

En los ultimos afios, tanto el mercado de consumo como la investigacion académica han
informado sobre la creciente preocupacion e interés de los consumidores en la salud y
en los alimentos funcionales. Esto es debido a varios factores: el reconocimiento del
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papel de la comida en la salud, el aumento de la esperanza de vida y el aumento de los
costes de los servicios de salud debido a la prevalencia de problemas como alta presion
arterial, colesterol, alta glucosa en sangre, obesidad, riesgo de enfermedades
cardiovasculares y cancer (Kaur & Singh, 2017).

El concepto de alimento funcional surge por primera vez en 1980 cuando el Ministerio
de Salud y Bienestar japonés cred un sistema regulador para los alimentos con
beneficios para la salud. El propésito era mejorar la salud general de la poblacién del
pais y mantener control sobre los crecientes costes del sistema sanitario. Desde
entonces diferentes paises han adoptados diferentes ideas de alimento funcional en
términos de definiciones, alcance y marco regulador, pero no existe una tnica definicion
aceptada universalmente para alimentos funcionales. Un alimento puede considerarse
funcional si tiene efectos beneficiosos sobre funciones especificas del cuerpo ademas
de los efectos nutricionales de un modo que sea relevante para la salud y el bienestar
ylo para la reduccion de enfermedades (Diplock et al., 1999).

Los alimentos funcionales estan ganando aceptacion a lo largo del mundo y se estan
convirtiendo en parte de la dieta diaria del consumidor medio. El potencial de mercado
global de alimentos y bebidas funcionales se estima en 192 billones de délares para
2020. Aunque esta creciendo a buen ritmo, el desarrollo de estos productos es muy
dificil para los fabricantes ya que necesitan asegurar que esos productos e ideas
cumplen las expectativas de los consumidores (Urala & Lahteenmaki, 2007; Menezes
etal., 2011).

Analizar los estudios existentes e identificar las areas que necesitan mejora podria
contribuir a un mejor entendimiento de las elecciones y el comportamiento de los
consumidores.

En las dos ultimas décadas diferentes estudios de consumidores han evaluado la
conciencia, preferencia, actitud, percepcion e intencién de compra de los consumidores
en relacidon con los alimentos funcionales. Aunque es muy dificil tratar de explicar el
comportamiento humano en lo que se refiere a elecciones de alimentos, se ha
observado que ciertas caracteristicas como el entorno socio-demografico del
consumidor, la motivacion personal, la conciencia de salud y la actitud hacia los
alimentos funcionales juegan un papel importante en su aceptacién (Kaur & Singh,
2017).

Por otro lado, proporcionar informacién adicional a los consumidores acerca de las
declaraciones de propiedades saludables de los alimentos funcionales aumenta el valor
percibido del producto (Kaur & Singh, 2017).

Varios estudios resaltan la importancia de otra clave determinante a la hora de aceptar
los alimentos funcionales, como las fuentes de informacion, los factores cognitivos y de
actitud, la confianza, la neofobia, la tecnologia de alimentos, conveniencia, gustos, etc
(Frewer, Scholderer & Lambert, 2003).
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2.1.2.1 PROBIOTICOS

Los probidticos son microorganismos vivos que confieren varios efectos beneficiosos al
huésped (mejoran la inmunidad, ayudan en la digestion, protegen de los patégenos,
promueven el crecimiento y la reproduccion) y, en algunos casos, podrian usarse como
una alternativa parcial a los antibidticos (Banerjee & Ray, 2017).

Los microorganismos probiéticos son principalmente bacterias de los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium. La industria lactea que fabrica productos fermentados
fue la primera en comercializar con éxito cepas especificas de bacterias probitticas en
productos como yogures y quesos frescos. Factores como el vegetarianismo creciente,
incluido el veganismo entre los consumidores, la intolerancia a la lactosa, la alergia a
las proteinas de la leche, el contenido de colesterol de los productos lacteos y los habitos
religiosos o dietéticos han limitado el crecimiento del mercado de probi6ticos en los
productos lacteos y perjudicado su consumo por personas interesadas en un dieta mas
saludable (Mariotti, 2017).

2.1.2.2 PREBIOTICOS

Los prebidticos son normalmente carbohidratos dietéticos no digeribles que se
fermentan selectivamente, dando como resultado cambios especificos en la
composicion y / o actividad de un namero limitado de bacterias intestinales, lo que
confiere beneficios a la salud del huésped. Actualmente, existen ciertos carbohidratos
con un estado prebiotico bien conocido, entre los que se incluyen la lactulosa, la inulina,
los fructooligosacéridos, los galacto-oligosacaridos y el almiddn resistente. Sin embargo,
en las ultimas décadas ha habido una creciente busqueda de nuevos carbohidratos
prebidticos que podrian considerarse como prebidticos emergentes, tales como
xiloligosacaridos, arabinoxilo-oligosacéaridos, isomalto-oligosacaridos, lactosacarosa y
pecticoligosacéridos, entre otros. Del mismo modo, actualmente se estan concentrando
esfuerzos significativos de investigacion en la basqueda y / o produccion de nuevos
ingredientes prebiodticos que tengan una serie de propiedades deseables incluyendo que
sean activos a dosis bajas, que carezcan de efectos secundarios, que sean persistentes
a través del colon, que tengan un control fino de la modulacién microbiana, una buena
estabilidad al almacenamiento y procesamiento, que posean actividades biologicas
adicionales, que ejerzan efectos beneficiosos sobre funciones fisiolégicas especificas y
/ 0 que reduzcan el riesgo de enfermedad (Garcia-Cayuela et al., 2014).
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2.1.2.3 SIMBIOTICOS

Los productos simbidticos son combinaciones de un probidtico exdgeno y un prebidtico,
donde el probidtico alcanza el sitio objetivo y prolifera in situ utilizando el prebidtico. El
prebiético debe ser un sustrato especifico para el probiético, siendo capaz de estimular
su crecimiento y / o actividad mientras que al mismo tiempo mejora las bacterias
beneficiosas. El término simbidtico se refiere indirectamente a una sinergia y es por eso
gue algunos autores han sugerido que este término debe referirse exclusivamente a
productos en los que los compuestos prebidticos selectivamente favorezcan el
crecimiento de probidticos (Konar et al., 2016).

2.1.2.4 ALIMENTOS ENRIQUECIDOS CON FIBRA

La leche es una fuente rica en compuestos nutritivos que pueden ser enriquecidosy / o
modificados adicionalmente, y también fortificados. La fortificacion de productos lacteos
con fibra dietética es de creciente interés en la fabricacién de alimentos funcionales con
beneficios para la salud y para mejorar su funcionalidad inicial (Silveira, Monereo, &
Molina 2013). La fibra dietética consiste en restos de células vegetales (hemicelulosas,
celulosa, lignina, pectinas, gomas y ceras) y es resistente a la hidroélisis por las enzimas
alimentarias humanas. Basandose en su solubilidad intestinal simulada, las fibras
dietéticas se clasifican como insolubles o solubles. Las dietas con un alto contenido de
fibra dietética juegan un papel importante en la prevencién de varias enfermedades. Las
fibras dietéticas insolubles aumentan el peso de las heces y disminuyen el tiempo de
transito del colon. Estas caracteristicas conducen a la prevencion de la diverticulosis y
estrefiimiento del colon. Un alimento puede considerarse una fuente de fibra y
etiquetado como tal cuando el producto contiene al menos 1,5 g de fibra por 100 kcal
(418,68 kJ), mientras que el producto que contiene por lo menos 3 g de fibra por 100
kcal (418,68 kJ) puede clasificarse como un alimento rico en fibra (Tomic et al., 2017).

2.1.25 ACIDOS GRASOS POLISATURADOS, MONOSATURADOS Y
FITOESTEROLES.

Los estudios epidemioldgicos y clinicos han revelado que los aceites y grasas ricos en
acidos grasos poliinsaturados (AGPIs) como los omega-3 y los omega-6 pueden
proporcionar beneficios para la salud ademas de proporcionar energia y nutrientes
solubles en lipidos. Los &cidos grasos poliinsaturados (PUFA) desempefan un papel
vital en el mantenimiento de la salud y el bienestar de los seres humanos al minimizar
el riesgo de enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas, artritis, diabetes y
ciertos tipos de cancer. Dado que el cuerpo humano es incapaz de sintetizar PUFAs en
la cantidad requerida, son conocidos como los acidos grasos esenciales (AGE) y tienen
gue ser suministrados al cuerpo a través de la dieta o suplementos dietéticos (Timilsena
et al., 2017).
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Los &cidos grasos monoinsaturados (MUFA) se distinguen de los otros tipos de acidos
grasos por tener sélo un doble enlace. Existe evidencia clinica y epidemiolégica para
apoyar que la dieta MUFA puede reducir la presion arterial y reducir el riesgo
cardiovascular estimado (Cheng, Wang & Shao, 2016).

Los fitoesteroles son compuestos naturales en las plantas, estructuralmente similares al
colesterol. La dieta humana es bastante abundante en sitosterol y campesterol. Se sabe
gue los fitoesteroles tienen diversas propiedades bioactivas, incluyendo la reduccion de
la absorcion intestinal de colesterol, que reduce el colesterol LDL de la sangre y los
problemas cardiovasculares. Las dietas ricas en fitosterol pueden reducir el riesgo de
cancer en un 20% (Shahzad et al., 2017).

2.1.2.6 FITOESTROGENOS

Los fitoestrogenos son varios grupos de estrdgenos no esteroideos que estan
ampliamente distribuidos dentro del reino vegetal. Hay una creciente evidencia de que
el consumo de algunas de estas plantas 0 sus moléculas podria ser una herramienta
aditiva eficiente para prevenir y tratar varias disfunciones y enfermedades relacionadas
con el envejecimiento, los procesos mentales, el metabolismo, la transformacién
maligna, las enfermedades cardiovasculares, los céanceres de prostata, sintomas
menopausicos, osteoporosis, arterosclerosis, accidente cerebrovascular, 'y
neurodegeneracion (Sirotkin, 2014).

2.1.2.7 LEGUMBRES, VERDURAS Y FRUTAS

Las hortalizas y legumbres representan uno de los componentes mas importantes de la
dieta humana. Estar informado sobre sus caracteristicas puede mejorar los beneficios
para la salud, ayudando a reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares, diabetes
tipo Il y algunos tipos de cancer. Las legumbres y hortalizas son fuentes ricas de
proteinas, grasas, carbohidratos, minerales, antioxidantes, fibra y agua, ademas de ser
excelentes fuentes de B-caroteno (provitamina A), tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina,
piridoxina, acido pantoténico, acido félico (folacina), acido ascorbico y vitaminas E y K
(Fabbri & Croshy, 2016).

El consumo de frutas y verduras se recomienda a menudo debido a su excelente perfil
de nutrientes, alto contenido de fibra dietética, y generalmente bajo contenido caldrico.
Las investigaciones han demostrado que el consumo de frutas y verduras en lugar de
alimentos con mayor contenido calérico puede afectar mucho el balance energético y la
ayuda en la pérdida de peso (Wagner et al., 2016).
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2.1.2.8 COMPUESTOS FENOLICOS

Numerosos estudios informan sobre los efectos beneficiosos para la salud de los
compuestos fendlicos. Muchos de los efectos biolégicos de los polifenoles se han
atribuido a su alto potencial antioxidante, ya que estos compuestos pueden proteger los
componentes celulares de dafo oxidativo, limitando el riesgo de enfermedades
degenerativas asociadas con el estrés oxidativo. Sin embargo, ahora se sabe que estos
compuestos son mas que antioxidantes y estan implicados en muchos mecanismos y
vias moleculares implicados en diversas funciones fisiolégicas, resultando
generalmente en un riesgo reducido de diversas enfermedades (Rossi, Bassett &
Samman, 2016). En la tabla 1 se pueden observar los efectos de algunos alimentos
funcionales naturales de especial relevancia.

Efectos favorables sobre el perfil
lipidico

Pescado azul

Aceite de oliva virgen
Nueces, vino
Legumbres

Manzana, moras
Cebada, avena
Zanahoria, champifién
Ajo, cebolla

Efecto antioxidante
Limon, tomate
Manzana, arandanos
Ajo

Efecto antiinflamatorio
Ginseng

Avena

Efecto antiproliferativo
Naranja, soja
Berenjena, espinacas
Repollo, coles de Bruselas
Coliflor, brécoli

Perejil, ajo

Té verde

Efecto antimicrobiano
Arandanos

Ajo, cebolla

Té verde

Efecto antiestrogénico
Anis

Soja

Hinojo

Repollo

Tabla 1. Efectos de algunos alimentos funcionales naturales de especial relevancia (Silveira, Monereo & Molina 2013).
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2.2 LACTOSA

Los glucidos de la leche estdn compuestos principalmente por lactosa, que es el
constituyente mayoritario del extracto seco. La leche contiene alrededor de un 5%, la
leche en polvo desnatada contiene un 52% vy el lactosuero en polvo un 70% en peso
(Alais, 1985).

La lactosa es un disacarido reductor, compuesto de galactosa y glucosa unidos por un
enlace glicosidico R1-4. Es el carbohidrato primario presente en la leche de la mayoria
de los mamiferos. El contenido de lactosa de la leche de vaca esta generalmente entre
4,4y 5,2%. La lactosa también es importante por su valor econémico y su contribucion
a las propiedades sensoriales y funcionales de los productos lacteos (Zadow, 1992).

La lactosa es el unico glucido libre que existe en cantidad importante en la leche y
también es el componente mas abundante, el mas simple y el mas constante. Existe
una constancia de la secrecion de lactosa entre especies, que lleva a pensar que el
proceso enzimatico implicado en la sintesis es similar entre especies muy diversas
(Alais, 1985).

La lactosa se produce por la reaccion del hidroxilo 1 hemiacetéalico libre de la D-
galactopiranosa con el hidroxilo 4 de la D-glucopiranosa. La galactosa y la glucosa, al
ser piranosas, existen en solucién acuosa en forma de dos estereoisémeros a y 3
reductores. En la sintesis de la lactosa, el anbmero R de la galactosa se une al carbono
4 de la glucosa y el carbono-1-anomérico de la B-galactosa pierde su poder rotatorio al
guedar unico mediante un enlace glicosidico al carbono-4 de la glucosa; mientras que
la funcion hemiacetalica del carbono-1 anomérico de la glucosa persiste. Por tanto,
existen dos andmeros a y 3 de la glucosa, o que hace que se pueda prever la existencia
de dos andmeros a y B para la lactosa (figura 3) (Luquet, 1991).

(1-4)

6 CH,OH Anomeric carbon

—0
H OH
1 o H 1 3
OH 2 | H
|
H OH OH

Lactose
O-3-p-Galactopyranosyl-(1 — 4)-a-D-glucopyranose: o-Lactose
O-3-p-Galactopyranosyl-(1 — 4)-3-p-glucopyranose; 3-Lactose

Figura 3. Férmula estructural de a- y f3-lactosa (Fuquay, 2011).
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2.2.1 PROPIEDADES FIiSICAS
2.2.1.1 CRISTALIZACION Y FORMAS FISICAS

La forma de los cristales esta condicionada por la naturaleza de la cristalizaciéon (tabla
2). Una cristalizacion forzada y rapida (con siembra de lactosa cristalizada o de leche
en polvo) proporciona pequefios prismas paralelepipédicos, y si es lenta, permite
observar formas variadas (Alais, 1985). Ademas de la existencia en solucién acuosa de
los dos anémeros, se produce la formacién de distintos tipos de lactosa, segun que la
molécula del disacéarido esté en forma anhidra o hidratada (Luquet, 1991).

Forma de cristalizacion Condiciones de formacién
a-lactosa hidratada C;,H,,0,-H,0 Sobresaturacion, T2<93,5°C
3-lactosa anhidra C;,H,,04, Sobresaturacion, T2>93,5°C
Lactosa amorfa Secado rapido(rodillo o spray)
a-lactosa anhidra, inestable : C,,H,,0,; | T=100°C, vacio
a-lactosa anhidra, estable : C;,H,,04, T=150°C, vapor de agua o

sobresaturacion con etanol

Tabla 2. Formas de cristalizacion y condiciones de formacion de lactosa (Zadow, 1992).

La lactosa puede existir en varias formas cristalinas y no cristalinas. El estado cristalino
es un estado sélido, con las moléculas bien dispuestas en una red regular. De acuerdo
con Haque y Roos (2005), los principales tipos de lactosa cristalizada son la a-lactosa
monohidratada, R-lactosa anhidra y formas anhidras de a- y B-lactosa en proporciones
de ratios molares de 5:3 y 4:1. Comparado con la lactosa en estado cristalino, la
disposicién molecular de lactosa en estado amorfo esta desordenada. Ademas, la
lactosa amorfa es termodinamicamente inestable e higroscépica, mientras que la
lactosa cristalina es termodindmicamente estable y mucho menos higroscopica. Estas
diferentes formas afectan al comportamiento de la lactosa y a los productos que
contienen lactosa.

Ha habido un considerable interés por los componentes amorfos en las industrias
lechera y farmacéutica. La presencia de incluso pequefias cantidades de componentes
amorfos puede tener un impacto significativo en las propiedades fisicoquimicas de los
materiales y alterar el rendimiento del producto (Li, Roos, & Miao, 2016).

El fendmeno de la mutarrotacion, es muy importante para la valoracion polarimétrica de
la lactosa en los productos donde este azUcar se halla cristalizado. Cuando se disuelve
lactosa ordinaria en agua, se observan algunas particularidades en el poder rotatorio y
en la solubilidad. A temperatura ambiente, la rotacion especifica baja lentamente en
medio neutro. La transformacién es mucho mas rapida cuando el pH es superior a 9,0.
La rotacion final, (+55°C) es la del equilibrio a$s3 a 15°C; se encuentra en solucién una
parte ay 1,63 partes de R-lactosa (Alais, 1985).

La lactosa es unas 10 veces menos soluble que la sacarosa. La capacidad de disolucién
de la a-lactosa monohidratada aumenta con el tiempo debido a que el fenbmeno de
mutarrotacion hace que aparezca 3-lactosa, que es 7 veces mas soluble (LUQUET,
1991). La solubilidad de la lactosa aumente fuertemente en caliente, por lo tanto
cristaliza al enfriar sus soluciones concentradas. La presencia de alcohol reduce la
solubilidad de la lactosa, precipitando primero la forma a (Alais, 1985).
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La lactosa es apenas dulce (aproximadamente el 15% de la sacarosa), menos soluble
gue los monosacéaridos y menos soluble que la mayoria de los azucares (lllanes &
Conejeros, 2016). En la leche, este dulzor estd enmascarado por la caseina, el suero
tiene un sabor dulce més acusado que el de la leche, aunque la proporcion de lactosa
sea del mismo orden. El débil sabor dulce de la lactosa se considera como una cualidad
desde el punto de vista dietético (Alais, 1985).

2.2.2 PROPIEDADES QUIMICAS

2.2.2.1 PROPIEDADES REDUCTORAS

La lactosa es un azucar reductor, por poseer un grupo aldehidico libre (Alais, 1985).
Esta capacidad se puede utilizar en analisis para dosificar lactosa en solucién por
reduccion de iones cupricos en medio basico (reactivo de FEHLING segun la técnica de
BERTRAND) (Luquet, 1991). El poder reductor de la lactosa es considerablemente méas
débil que el de la glucosa. Si se hidroliza la lactosa por un acido el poder reductor
aumenta considerablemente.

El método anterior fue sustituido por la determinacién colorimétrica, que a su vez, ha
sido sustituida por la cromatografia en fase gaseosa y mas reciente por la cromatografia
liguida de alta resolucion (HPLC) (Alais, 1985).

2.2.2.2 HIDROLISIS QUIMICA

La hidrdlisis puede llevarse a cabo por via quimica o por via enzimatica (LUQUET,
1991).

La hidrélisis quimica de la lactosa es bastante dificil ya que el azicar presenta una cierta
estabilidad frente a los agentes quimicos, por lo que es necesaria la utilizacion de acidos
calientes.

Ci12Hy;011+ H,0 S CoHy206 + CoHy306

Lactosa Glucosa Galactosa
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Por su funcién aldehidica, los azlUcares reaccionan con diversas sustancias
nitrogenadas: amoniaco, aminas, aminoacidos, etc. Esta reaccion se puede apreciar en
la leche con la lactosa. No se trata de una reaccion simple, sino de un conjunto de
reacciones complejas, que se agrupan bajo el nombre genérico de reacciones de
Maillard y conducen finalmente a la formacion de compuestos condensados reductores
gue son pigmentos oscuros (melanoidinas) (Alais, 1985).

Los productos lacteos son muy sensibles a la reaccion de Maillard, debido a su alto
contenido en azlcares reductores y proteinas ricas en lisina. Particularmente, la leche
hidrolizada con lactosa es muy propensa al deterioro de proteinas, ya que la lactosa se
sustituye parcialmente por glucosa y galactosa, que reaccionan con lisina a una
velocidad mayor que el disacérido.

La reaccion de Maillard esta influenciada por muchos factores, como la temperatura, el
tiempo, el pH inicial, la actividad, el estado fisico de la matriz, la concentracion de
reactivo y el tipo de carbohidrato involucrado (Naranjo, Gonzales, Leiva, & Malec, 2013).

Esta es una de las causas del oscurecimiento de los alimentos, que se acompafia
frecuentemente de una disminucion del valor nutritivo de las proteinas. Las reacciones
de Maillard son catalizadas por los metales y los fosfatos. La elevacion de la temperatura
las acelera considerablemente, lo mismo que la humedad en el caso de productos
deshidratados. Se manifiestan por un descenso del pH, liberacion de gas carbénico,
produccion de compuestos reductores, produccion de compuestos fluorescentes con
una fuerte absorcién en el ultravioleta, disminucion de la solubilidad de proteinas,
coloracién oscura y sabor a caramelo.

Por otro lado, la lactosa puede adsorber sustancias de bajo peso molecular, con enlaces
de tipo Van der Waals y enlaces de hidrégeno, que implican dos posiciones especiales
sobre la molécula de lactosa. Esto aclara el notable poder de la lactosa para fijar aromas
(Alais, 1985).

Como todos los glucidos, la lactosa se descompone por la accion del calor, dando lugar
a productos caramelizados (Luquet, 1991). La descomposicion de la lactosa en el curso
del calentamiento de la leche, conduce a la formacién de productos acidos. Los acidos
formados durante el calentamiento tienen la propiedad de activar el crecimiento de las
bacterias lacticas y ademas, algunos de los productos de descomposicién son solubles
en éter, y pueden ser causa de error en la determinacion de las materias grasas (Alais,
1985).

2.2.3 TRANSFORMACIONES BIOQUIMICAS Y BIOLOGICAS

2.2.3.1 HIDROLISIS ENZIMATICA

La hidrélisis enzimatica de la lactosa tiene lugar bajo la accién de una lactasa de origen
animal o microbiano. (Luquet, 1991)

La lactosa no entra directamente en los ciclos biol6gicos del metabolismo, sino tras el
catabolismo o anabolismo. Son la glucosa y galactosa, las que entran en los ciclos tras
su fosforilacién. Por lo tanto, la lactosa es utilizada por los organismos superiores o por
los microorganismos, solamente cuando produzcan lactasa, que es la oxidasa
especifica que rompe el enlace 3 (1-4) de la lactosa (Alais, 1985).
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Otra enzima cataliza esta hidrdlisis, la 3-6-P-galactosidasa; que actia cuando la lactosa
es previamente fosforilada sobre el carbono 6 de la galactosa; es la Unica presente en
la mayor parte de los estreptococos lacticos.

Algunas levaduras producen lactasa. Las levaduras alcohdlicas habituales no fermentan
la lactosa. Dentro del grupo de las bacterias lacticas, se encuentran microorganismos
como Lactobacillus delbruckii, productores de cantidades elevadas de &cido lactico, que
no pueden desarrollarse en la leche o en medios lactosados. La hidrolisis enzimatica de
la lactosa ha pasado a ser una operacion industrial cuya importancia va en aumento. En
el momento actual se utilizan dos tipos de enzimas: lactasas de levaduras:
(Kluyveromyces fragilis 0 Saccharomyces lactis) y lactasas fungicas (Aspergillus niger,
Rhyzopus oryzae, etc).

Aunqgue estas enzimas catalizan la misma reaccion; presentan unas propiedades muy
diferentes. Las lactasas de levadura actian en medio neutro y a temperaturas medias,
inactivandose rapidamente por encima de los 40°C. Las lactasas flngicas actian en
medio Acido y a temperatura elevada, son relativamente termoestables, se pueden
encontrar en este grupo enzimas que son capaces de hidrolizar la lactosa en
condiciones cercanas a la pasterizacion. Todas estas lactasas son inhibidas por los
metales pesados (Alais, 1985).

2.2.3.2 TRANSFORMACION EN ACIDO LACTICO Y
FERMENTACIONES SECUNDARIAS

La lactosa es el Unico azlcar fermentable presente en cantidades importantes en la
leche. Las bacterias lacticas son especialmente aptas para producir acido lactico a partir
de lactosa (Luquet, 1991). Los productos de fermentacién de la lactosa pueden
observarse en la figura 4.

La fermentacion lactica es la mas importante. Numerosas bacterias realizan la siguiente
transformacion:

Acido l4ctico

Esta transformacién es muy compleja. A partir de la glucosa, hasta acido lactico, hay
diez etapas y hasta la novena, la via es comun a diferentes fermentaciones, siendo el
intermediario comun final el &cido piravico (Alais, 1985).

El &cido lactico formado puede ser dextrégiro o levdgiro, dependiendo de los
microorganismos (Luquet, 1991).

La acidificacion espontanea es el hecho mas cominmente observado en la leche cruda
conservada a temperatura ambiente. La leche acidificada tiene un sabor y un olor
distintos al del &cido lactico puro. Al formarse pequefias cantidades de productos
secundarios junto al producto principal de la fermentacién, algunos presentan un olor
fuerte (CO2, 4cido butirico, acetilmetil-carbinol) (Alais, 1985).
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La fermentacion de lactosa a &cido lactico para alimentacién o aplicaciones industriales
es técnicamente factible pero no es competitiva econémicamente con la produccién por
fermentacion de otros azucares o con la sintesis quimica (Fuquay, 2011).

2.2.3.3 TRANSFORMACION EN ALCOHOL

La transformacion alcohdlica es menos frecuente que la anterior. Las levaduras
producen una carboxilasa que transforma el acido pirGvico en acetaldehido, que se
reduce a etanol por medio de la alcohol-deshidrogenasa, produciéndose acido
carbdnico segun la siguiente reaccion:

CoHy20¢ S 2 CH3-CHy-OH + 2 €051

Se produce accidentalmente en las industrias lacteas y constituye un peligro sobre todo
por la formacion de gas durante el desuerado de los quesos.

2.2.3.4 TRANSFORMACION EN ACIDO BUTIRICO

Se produce a partir de la lactosa o del acido lactico con formacion de gas en medio
neutro o poco acido:

2 CH5-CHOH-COOH S C3H,-COOH + 2 CO, + 2 H,

Aparece en la leche o en el suero fuertemente contaminado por Clostridia o fermentos
butiricos. En los quesos de pasta cocida, puede ser causa de graves accidentes
(hinchamiento), como consecuencia de la produccion de gas, sobre todo hidrégeno, que
es poco soluble en agua (Alais, 1985).
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Lactose

Yeast or lactic acid bacteria

Iy
HgC—C— c(
Pyruvic acld
Lactic acid bacteria Yeast
OH H H
H c—(lz— c//o H - OH
Biodegradable o o
plastics H H H
Lactic acid Ethanol
(Several uses) (Potable or industrial)
- NHy Acelabacter spp.
2CH;CH,COOH + CH,COOH + CO; + H,0 =
Propionic acid  Acetic acid ™ B | 0
H3C—C—C< H—?—C\
i Tonm, H OH
Ammonium lactate Acetic acid
(Animal feed) (Vinegar)

Figura 4. Productos de fermentacion de lactosa (Fuquay, 2011).

28



“Puesta a punto de metodologias analiticas de lactosa en bases lacteas”

2.3 LA LACTOSA EN LOS PRODUCTOS LACTEOS
INDUSTRIALES

Aunque algunos productos lacteos como la mantequilla, el queso o las leches
fermentadas se producen desde el afio 3000 antes de Cristo, el proceso de produccion
de leche no fue industrializado hasta mediados del siglo XIX. En el rapido aumento del
consumo de los mismos influyeron varios factores, como la industrializacion, pero el
elemento clave fue el desarrollo de la centrifuga-separadora por Gustav de Laval en
1878 para la eliminacion continua de la grasa.

Gradualmente, la fabricaciébn de productos lacteos diarios se industrializé y se
desarrollaron nuevos productos. Hoy en dia, la producciéon lactea esta muy bien
organizada y opera en una escala internacional donde la leche se procesa en las
industrias de manera totalmente mecanizada (Fuquay, 2011).

La importancia de la leche fermentada en la nutricibn humana esté bien documentada y
los beneficios de los productos fermentados han sido conocidos por los seres humanos
desde las civilizaciones antiguas. Sin embargo, la comunidad cientifica dio impulso a
estas creencias en 1910, cuando Elie Metchnikoff sugirié que los seres humanos deben
consumir leche fermentada con lactobacilos para prolongar la vida. Postul6 la presencia
de bacterias deseables en la leche que podrian ayudar a suprimir las bacterias
indeseables y causantes de enfermedades en el intestino de los seres humanos. Esta
observacion condujo a explorar los potenciales de cultivos lacticos y productos
cultivados en el alivio de los trastornos humanos y animales. Recientemente se ha dado
importancia a la produccion de leche fermentada con atributos de salud mejorados,
particularmente las propiedades terapéuticas de estos productos.

Historicamente, el proceso de fermentacion implicaba una acidez impredecible y lenta
de la leche causada por los organismos inherentemente presentes en la misma. Sin
embargo, los procesos microbiolégicos modernos han dado como resultado la
produccion de diferentes productos lacteos fermentados de mayor valor nutricional bajo
condiciones controladas. Estos productos representan un componente importante de los
alimentos funcionales, y se estan realizando intensos esfuerzos de investigacion para
desarrollar productos lacteos en los que se incorporan los organismos probiéticos para
hacerlos mas valiosos (Larroche, 2016).

2.3.1 TIPOS DE PRODUCTOS LACTEOS INDUSTRIALES
2.3.1.1 LECHE

Es necesario controlar el comportamiento de la lactosa en los ingredientes lacteos en
polvo para asegurar las propiedades de manejo del polvo deseadas y la estabilidad del
polvo (Huppertz & Gazi, 2016). Los productos lacteos secados por pulverizacion
comercialmente disponibles contienen normalmente 10-15% de lactosa amorfa. Para
evitar este problema es necesario precristalizar la lactosa como monohidrato de a-
lactosa, que no es higroscopica, antes del secado por pulverizacion. Esto asegura que
una alta proporcion (75% o mas) de la lactosa en el producto secado por pulverizacién
esta en forma de a-lactosa monohidratada, haciéndola mas estable a la humedad
(Goulart & Hartel, 2017).
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La pegajosidad y la aglomeracién son otros problemas especificos de la manipulacién
de polvos lacteos que pueden verse afectados por la lactosa. La adherencia se puede
observar durante el secado y se manifiesta como particulas de polvo que se pegan al
secador o al lecho fluido. El aglomerado es tipicamente precedido por la pegajosidad y
puede ocurrir durante el almacenamiento manifestdndose con la formacién de grumos.
Tanto la pegajosidad como el aglomerado de polvos estan fuertemente relacionados
con la composicion de los mismos, aumentando la propension a la pegajosidad y la
aglomeracion un alto contenido de carbohidratos con bajo peso molecular. Esto esta
relacionado con la transicién vitrea de la lactosa (Huppertz & Gazi, 2016).

Se han estudiado los efectos de la adicién de lactasa después del tratamiento térmico
comparando el perfil quimico de la leche baja en lactosa con la leche UHT convencional
durante nueve meses de almacenamiento. Los resultados mostraron que la leche baja
en lactosa se caracterizd por una mayor concentracion de aminoacidos libres y furosina,
mayores tasas de reaccion para la formacion de volatiles y condiciones mas favorables
para la reaccién de Maillard que la leche UHT convencional debido a las actividades
secundarias enziméticas de las lactasas comerciales(Troise et al., 2016). En las tablas
3-6 se muestran las concentraciones de lactosa presentes en distintos tipos de leches.

Leches de fluidos % lactosa
Intervalo (%) | Promedio (%)
Leche entera 3,7-5,1 4.8
Leche baja en grasa (2%) 3,7-5,3 4,9
Leche baja en grasa (1%) 4,8-5,5 5,0
Leche descremada 4,3-5,7 5,2
Crema ligera 3,7-4,0 3,9
Crema de leche 2,8-3,0 2,9
Leche con lactosareducida 70% 1,6
Leche con lactosareducida 80% 1,1
Leche con lactosa reducida | 0,0-0,5
100%
Chocolate con leche 4,1-49 5,0

Tabla 3. Contenido en lactosa de diferentes tipos de leches de fluidos (Murray, 1988, FAO, 1963).

Leches concentradas % lactosa

Intervalo (%) Promedio (%)
Leche condensada 11,4-16,3 12,9
Leche evaporada 9,7-11 10,3

Tabla 4. Contenido en lactosa de diferentes tipos de leches concentradas (Murray, 1988; FAO, 1963).

Leches congeladas % lactosa
Intervalo (%) Promedio (%)
Helados 3,1-8,4
Hielos de leche 7,6
Sorbetes 0,6-2,1

Tabla 5. Contenido en lactosa de diferentes tipos de leches congeladas (Murray, 1988; FAO, 1963).
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Leches en polvo % lactosa
Intervalo (%) Promedio (%)
Leche en polvo sin grasa 49,0-52,3 51,3
Leche instantanea en polvo | 49,5-54,0
sin grasa
Leche entera en polvo 36,0-38,5 37,5

Tabla 6. Contenido en lactosa de diferentes tipos de leches secas (Murray, 1988; FAO, 1963).

2.3.1.2 YOGUR

En la fabricacion de yogur, el pH disminuye por la fermentacion con bacterias de &cido
lactico (LAB) que convierten la lactosa en &cido lactico. La protedlisis de las proteinas
de la leche durante la fermentacion genera péptidos y aminoacidos que contribuyen a la
formacion de compuestos aromaticos. Los metabolitos tipicos del sabor del yogur
natural son generados por -cultivos iniciadores. EI sabor del yogur consiste
principalmente en acido lactico, acetaldehido y diacetilo (Sert, Mercan & Dertli, 2017).

En la tabla 7 se muestra el contenido de lactosa de distintos productos lacteos
procesados.

Productos Lacteos | % lactosa
procesados

Intervalo (%) Promedio (%)
Crema agria 3,0-4,3 3,9
Suero de la leche 3,6-5,0 4,3
Yogur, bajo en grasa| 1,9-6,0
comercial
Yogur, leche entera | 4,01-4,07
comercial
Dulce de leche 4.4
Acidophilus
Kéfir, parcialmente 4,0
descremado comercial

Tabla 7. Contenido en lactosa de diferentes productos ldcteos cultivados (Murray, 1988; FAO, 1963).

2.3.1.3 QUESOS

En los quesos, el contenido en lactosa puede reducirse por fermentacion con acido
lactico y por hidrélisis enzimatica por lactasa (Harju, Kallioinen, & Tossavainen 2012).
El proceso enzimatico conduce a la reduccién de lactosa a través de su hidrélisis a
glucosay galactosa, aumentando asi el dulzor del producto. La fermentacién microbiana
del acido lactico determina la reduccion no sélo de lactosa, sino también de glucosa y
galactosa, que son metabolizadas por la microflora. Como resultado, los productos
fermentados largos, como el queso duro madurado, contienen cantidades muy bajas de
todos los azucares (Negri, 2017).
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La fermentacion excesiva de lactosa residual durante la maduracion (después del final
de la etapa de fabricacién) aumenta el riesgo de producir un queso &cido. La
concentracion de sal puede modificar el grado de fermentacion de la lactosa residual al
modificar la actividad de las enzimas. Los quesos con valores de pH<5,0 se describen
como quebradizos y a menudo carecen de un perfil de sabor tipico de queso (Lee et al.,
2005). Durante la elaboracion de quesos, existen dos enfoques comunmente utilizados
para controlar la acidez tratando de modificar la cantidad de lactosa en las particulas de
cuajada mediante lavado o diluciéon del suero. Diversos estudios han modificado el
contenido en lactosa del queso afiadiendo lactosa en polvo a la leche o suero de leche,
o lavando la cuajada (Moynihan et al., 2016).

El lavado de la cuajada implica la adicion de agua después del drenaje del suero. Es
ampliamente utilizado en variedades de queso como Muenster y Colby. Se hace
generalmente cuando se ha alcanzado el pH deseado final. Existen multiples
parametros que pueden afectar el grado de eliminacion de la lactosa de las particulas
de cuajada, incluyendo el tamafio de particula, el método de lavado, la temperatura del
aguay de la cuajada, la composicion y estructura de las particulas de cuajada y el grado
de agitacion.

Otro método comun utilizado para modificar el contenido de lactosa durante la
elaboracion de quesos es la dilucién del suero. Este método se utiliza en el queso Gouda
e implica la eliminacién de una parte del suero (20-40%) reemplazandolo con agua tibia
(35°C) (Moynihan et al., 2016).

En la tabla 8 se indica el contenido en lactosa de diferentes tipos de quesos.

Quesos % lactosa
Intervalo (%) Promedio (%)
Provolone 0,0-2,1
Roquefort 2
Brie 0,0-2,0
Queso crema 0,4-2,9
Gouda 0,0-2,2
Feta 4,1

Tabla 8. Contenido en lactosa de diferentes tipos de quesos (McAllen, 1987; FAO, 1963).

2.3.1.4 MANTEQUILLAS

En la elaboracién de mantequilla juegan un papel importante los cultivos de diversas
bacterias acidolacticas en la etapa de acidificacién de la nata. Estas bacterias fermentan
la lactosa formando &cido lactico y sustancias aromaticas (acetoina y diacetilo). Su
capacidad de fermentacién debe ser intensa para que la leche se acidifique a lo sumo
en 16 horas a 20°C (Spreer, 1975).

En la tabla 9 se indica el contenido en lactosa de las grasas de la leche.
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Grasas de leche

% lactosa

Intervalo (%)

Promedio (%)

Mantequillas

0,8-1,0

Margarinas

0,0-1,0

Tabla 9. Contenido de lactosa de grasas de leche (Murray, 1988; FAO, 1963).

2.3.1.5 CONTENIDO EN LACTOSA EN OTROS PRODUCTOS LACTEOS

En la tabla 10 se indica el contenido en lactosa de distintos sueros.

Sueros % lactosa
Intervalo (%) Promedio (%)
Suero en polvo (dulce) 63-75
Suero en polvo (agrio) 61-70
Suero de lactosa | 52-58
reducida en polvo
Suero de minerales | 70-80
reducido en polvo
Concentrado de proteina | 10-55
de suero de leche en
polvo
Proteina de suero en 0,5
polvo
Suero tipo Cheddar | 4,5-5,1
liquido
Suero de tipo Cottage | 4,5-4,9

liquido

Tabla 10. Contenido en lactosa de diferentes sueros (ADPI, 1992; FAO, 1963).

2.3.2 DESLACTOSADO INDUSTRIAL

2.3.2.1 ANTECEDENTES

El elevado contenido en agua de la leche (alrededor de un 87%) asi como la naturaleza
de sus nutrientes y sus propiedades fisico-quimicas (pH especialmente) hace que sea
un producto facilmente degradable biol6gicamente. Las bacterias pueden contaminar la
leche durante el ordefio y ésta puede estropearse rapidamente. En la antigiiedad se
producia mantequilla para solucionar este problema. Al producir mantequilla, 100 kg de
leche se convierten en 5 kg de mantequilla y aproximadamente el 99% de agua se

elimina, y a su vez, el 99% de lactosa.

En la India, ghee, una version tradicional de aceite de mantequilla, eliminaba incluso el

1% restante de lactosa y de agua.
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Otro modo tradicional de preservar la leche es la produccion de queso. Este proceso
convierte 100 kg de leche en 10 kg de queso. Cuando la leche cuaja, alrededor del 90%
del agua es eliminada en forma de suero, junto con el 90% de la lactosa. La lactosa
residual en el queso es fermentada a 4cido lactico y por tanto, los quesos maduros estan
practicamente libres de lactosa. EIl contenido en lactosa también puede reducirse en
otros productos lacteos liquidos mediante fermentacion lactica. En el kéfir y el yogur
aproximadamente el 30% de lactosa es convertida (Harju, Kallioinen & Tossavainen,
2012).

2.3.2.2 METODOS DE DESLACTOSADO INDUSTRIAL

Para eliminar lactosa (0 incluso galactosa) de productos lacteos pueden utilizarse
métodos como procesos de hidrélisis o técnicas de separacion especificas (Batista et
al., 2017).

Las enzimas se han utilizado como catalizadores industriales durante mas de un siglo.
Las aplicaciones a la industria alimentaria son muchas vy significativas; entre ellas, un
importante uso de B-galactosidasas es la reduccién de la lactosa en la leche y los
productos lacteos. La hidrélisis de la lactosa a sus componentes monosacaridos
produce varios efectos que han sido apreciados en gran medida por los productores de
alimentos: modificacion del sabor, mayor solubilidad, dulzura y palatabilidad y reduccion
de intolerancia. El consumo de productos lacteos bajos en lactosa es ahora muy
apreciado para obtener los beneficios nutricionales de la leche sin sus aparentes
contraindicaciones. De esta manera, la hidrélisis de lactosa expandi6
considerablemente su campo de aplicacién permitiendo la incorporacion de lactosa
hidrolizada (de leche o de suero de leche) a una gran variedad de productos lacteos. La
leche hidrolizada es valiosa no sélo como un producto para intolerantes sino también
para evitar la cristalizacion de lactosa en productos lacteos concentrados y congelados.
Mas alla de los beneficios ya sefialados para su uso en los alimentos, los hidrolizados
de lactosa pueden utilizarse como materia prima para la fermentacion con una amplia
variedad de microorganismos ya que so6lo unos pocos pueden metabolizar la lactosa,
pero la mayoria de ellos pueden metabolizar los monosacaridos resultantes. Sin
embargo, los productos lacteos sin lactosa, en los que la lactosa se hidroliza
enzimaticamente a glucosa y galactosa y de la que la galactosa no se elimina
posteriormente, no son adecuados para pacientes con galactosemia. Por esta razon,
considerando que los productos lacteos son ampliamente consumidos y presentan un
alto valor nutricional, se ha pensado en alternativas tecnolédgicas para la eliminacién de
la lactosa por metodologias de separacién (Batista et al., 2017).

La reducciéon del contenido de lactosa en la leche y el suero se puede lograr por
fraccionamiento de membrana, cromatografia o hidrdlisis enzimatica, o combinaciones
de los mismos (lllanes & Conejeros, 2016).
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< HIDROLISIS DE LACTOSA

» CON ENZIMAS SOLUBLES

El proceso de hidrdlisis de lactosa es simple y no requiere de equipos especiales en las
plantas lecheras. Al utilizar enzimas de un solo uso para la hidrélisis de lactosa se debe
tener en cuenta la concentracién de sustrato, el pH de la operacion, la temperatura, el
tiempo de contacto, la actividad de la enzima y el coste. Un tiempo de contacto largo
puede reducir costes pero en la leche suele dar lugar a un crecimiento microbiano (Harju
et al., 2012). Alternativamente, se suelen utilizar temperaturas de refrigeracion para la
hidrélisis enzimatica puesto que, aunque es un proceso mas lento, es mas seguro
biologicamente (Zadow, 1992). Algunos autores han recomendado la hidrolisis de
lactosa después del tratamiento térmico, para evitar reacciones de Maillard. También
sugieren limitar el grado de hidrdlisis entre 80-90% con el fin de evitar un excesivo
dulzor, ya que la hidrélisis de lactosa aumenta el dulzor del producto, que en muchos
productos ofrece la oportunidad de reducir el nivel de azucar afiadido (Harju et al., 2012).

La hidrolisis del 70% de lactosa en la leche aumenta el dulzor en una cantidad
correspondiente a una adicién de aproximadamente el 2% de sacarosa (Zadow, 1992).
En los productos tratados térmicamente los azlcares reductores causan reacciones de
Maillard mas intensas (Harju et al., 2012).

» PROCESOS ALTERNATIVOS

1. HIDROLISIS ACIDA

La lactosa es resistente a la hidrolisis acida en comparacion a otros disacaridos como
la sacarosa (Wong, 1988). El uso de acido en la hidrdlisis de lactosa es viable sélo para
proteinas libres como el permeado de ultrafiltracion (UF) de leche o suero. El ajuste del
pH puede realizarse por adicion directa de 4cido o por tratamiento del permeado con
una resina de intercambio iénico. Tipicamente el pH se ajusta a 1,2 y la temperatura a
150°C durante un periodo corto de tiempo. El producto hidrolizado es marrén y requiere
neutralizacién, desmineralizacion y decoloracion antes de su uso. La corrosion es el
desafio mas importante en el disefio de este proceso. Por esta razén, no se ha adoptado
comercialmente de manera significativa (Zadow, 1992). Se han desarrollado varios
procesos basados en resinas de intercambio i6nico, trabajando a pH 1,2 y temperaturas
de 90-98°C. El color marron de la mezcla es el mayor problema y la eliminacion de este
color incrementa los costes de procesos. Industrialmente este proceso se utiliza con
soluciones de lactosa pura (Harju et al., 2012).

2. REACTORES DE MEMBRANA

En el pasado se desarrollaron procesos donde la enzima se recuperaba por
ultrafiltracion de la mezcla de la reaccién después de la hidrélisis (Wong, 1988). Sin
embargo la complejidad del proceso no lo hizo comercialmente atractivo (Zadow, 1992).
El principal problema fue el crecimiento microbiano durante el proceso a temperatura
ambiente o ligeramente superior. Ademas la disminucién del precio de las lactasas
comerciales hizo que los reactores enzimaticos no encontrasen uso a escala comercial.
El uso de enzimas solubles es econémicamente mas factible que la inversién en
procesos complejos de reactores (Harju et al., 2012).
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3. SISTEMAS INMOVILIZADOS

La inmovilizacién de enzimas sobre un soporte poroso implica la entrada de la enzima
en los poros de los soportes seguida de su fijaciébn sobre la pared porosa. Se ha
demostrado que si la velocidad de difusion de la enzima es més lenta que la velocidad
de inmovilizacion, las enzimas pueden inmovilizarse juntas formando una corona en la
seccion externa de los poros del soporte, y cuando ocurre lo contrario, la enzima puede
difundir a lo largo de los poros observandose una distribucién mas homogénea en el
poro (Fernandez-Lopez et al., 2017).

Se trata del método elegido para la produccién a gran escala (Wong, 1988). Los
sistemas inmovilizados a menudo utilizan lactasa de origen flngico. En la practica la
vida util de un sistema inmovilizado puede ser de varios miles de horas, lo que reduce
su coste en comparacion con los sistemas de enzimas solubles. Sin embargo, si la leche
con pH neutro se hidroliza, la estabilidad microbiana es mas dificil de controlar. Queda
pendiente también, controlar o predecir la continuada pérdida de lactasa inmovilizada
gue es preciso reponer, con las consiguientes reducciones de rendimiento de hidrolisis
(Zadow, 1992).

% METODOS DE SEPARACION DE LACTOSA

» CRISTALIZACION

La cristalizacion de lactosa se utiliza para la produccion comercial de lactosa. La
alimentacion que contiene lactosa se concentra hasta un contenido total de sélidos muy
alto de manera que la lactosa se sobresatura y cristaliza. A continuacion se separan los
cristales de lactosa mediante centrifugaciéon (Holsinger, 1997). Industrialmente la lactosa
puede ser cristalizada a partir de suero o de permeado de ultrafiltracion. La separacion
directa de la leche por cristalizacion no es factible debido a la alta viscosidad del
concentrado de leche y al bajo rendimiento de la cristalizacion.

> CROMATOGRAFIA

La separacion cromatografica esta basada en las diferencias de las velocidades de flujo
de los componentes del liquido a tratar cuando pasa a través de una columna de resina.
La cromatografia industrial suele ser cromatografia de exclusién iénica y ocurre cuando
la resina y el eluato estan en equilibrio. La concentracién de compuestos iénicos dentro
de la resina es mucho menor que fuera, lo que aumenta el flujo de compuestos iénicos
a lo largo de la columna.

La lactosa puede separarse de la leche y el suero mediante resinas de intercambio
cationico fuerte. La separacion se basa en los diferentes efectos en los iones y el tamafio
de exclusion de los minerales y las proteinas, y también de la habilidad de la lactosa
para formar enlaces con las resinas. La formacion de estos complejos permite el flujo
de lactosa a través de la resina de la columna. No obstante esta metodologia tiene poco
valor desde el punto de vista industrial especialmente desde el momento que se
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desarrollaron técnicas de separacion con membranas y practicamente queda relegada
hoy a ser utilizada como método de analisis cuantitativo de lactosa.

> SEPARACION POR MEMBRANAS

La ultrafiltracion y la combinacién de ultrafiltracién y nanofiltracion pueden usarse para
la separacion de lactosa del suero o de la leche y en general para cualquier producto
lacteo liquido. Cuando se utiliza ultrafiltracion para la separacion de lactosa, otros
componentes de menor tamafio que la lactosa se separan con el agua (atravesando los
poros de la membrana) y el contenido de proteina aumenta en el retenido junto con la
lactosa, por lo que se precisan otras técnicas para producir una solucién de lactosa pura
(Harju et al., 2012).

2.3.2.3. LECHE SIN LACTOSA MEDIANTE TECNICAS DE SEPARACION

En el desarrollo de leche sin lactosa, se alcanz6 una nueva fase cuando en 2001 Valio
Ltd lanz6 su producto, que tenia el sabor de una leche normal pero contenia menos del
0,01% de lactosa. La innovacion estaba basada en un proceso de separacion
cromatografica que permitia la separacion especifica de lactosa de la leche. La
separacion cromatografica hace posible mantener los minerales de la leche con las
proteinas a diferencia de las otras técnicas de separacion. EI método fue patentado para
la separacion de lactosa del suero y de la leche.

En la produccién de leche sin lactosa, parte de la lactosa fue separada y el resto fue
hidrolizada enziméaticamente, devolviendo a la leche su dulzor natural.

El método de produccién se desarrollé mas basandose en las técnicas de membrana,
con un enfoque facil de adaptar a las plantas lecheras. La leche fue ultrafiltrada y el
permeado de ultrafiltracion fue nanofiltrado. ElI permeado de nanofiltracién fue
concentrado por ésmosis inversa. El retenido de la dsmosis inversa fue devuelto al
retenido de la ultrafiltracion y se hidrolizé la lactosa residual con 3-galactosidasa. La
leche tenia el mismo sabor que la leche normal antes de la hidrélisis enzimatica a pesar
de la reduccion parcial de la lactosa.

A partir de entonces se han desarrollado nuevos procesos para la produccion de leche
sin lactosa. Todos ellos combinaciones de filtracion por membrana e hidroélisis
enzimatica (Harju et al., 2012)
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2.4 DESCRIPCION DE METODOL OGIAS ANALITICAS DE
LACTOSA

La concentracion de lactosa es un marcador para la evaluacion de la calidad de la leche
y la deteccion de anormalidades. Por ejemplo, la leche de vacas que padecen mastitis
tiene bajos niveles de lactosa. Ademas, la lactosa es un parametro basico para el control
de aguas residuales y medicina veterinaria. La determinacién de lactosa también es
clinicamente relevante. Una cantidad excesiva de lactosa en la sangre indica malignidad
gastrointestinal. Como la lactosa debe ser hidrolizada por lactasa para ser absorbida por
el cuerpo, también es importante conocer la cantidad relativa de lactosa en la leche y en
sus derivados para evitar intolerancias. Por lo tanto, la cuantificacién de lactosa es un
reto importante en muchas areas de gran importancia econémica (Onzuelo et al., 2010).

No existe una definicion legal de los términos "sin lactosa" o "lactosa reducida”, ya sea
en EE.UU. o en la legislacion de la UE, excepto en lactantes y en las férmulas en las
gue la lactosa debe ser menor de 10 mg / 100 kcal (Directiva de la Comision, 2006).
Algunos Estados miembros de la UE han fijado limites a nivel nacional para el uso de
los términos "lactosa libre", "lactosa muy baja" y "lactosa baja" para los productos
alimenticios distintos de los destinados a lactantes. Estos niveles umbral varian de 0,01
a 0,1 g /100 g de producto final (EFSA, 2010).

Un gran numero de métodos quimicos, enzimaticos y cromatograficos se han utilizado
para la determinacién de lactosa (Zadow, 1992).

El empleo de los métodos clasicos como la reduccion del licor de Fehling y la
polarimetria, es muy limitado en la actualidad.

El método de referencia en la mayoria de los paises es el método yodométrico con
Cloramina T, sin embargo éste so6lo puede aplicarse al andlisis de leche cruda. Ademas,
la validez de este método ha sido ampliamente cuestionada incluso para leche cruda
(Cimiano, 1991). Debido a esto, en los ultimos afios ha aumentado el desarrollo de
biosensores y kits enzimaticos comerciales para la determinacién de lactosa (Monti et
at., 2017).

Los métodos enzimaticos presentan también la limitacion de no poderse emplear en el
analisis de leche y productos lacteos que hayan sufrido un tratamiento térmico elevado,
ya que alguna parte de lactosa puede convertirse en lactulosa o se puede ligar a
proteinas como consecuencia de reacciones de Maillard (Cimiano, 1991).

2.4.1 METODOS QUIMICOS

Los principales métodos quimicos para el analisis de lactosa son la reduccion de cobre
(Munson-Walker), &cido picrico, acido fenol-sulfarico, ferricianuro y el método de la
Cloramina T. Los principios de estos métodos se muestran en la tabla 11.
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Método Principio

Munson-Walker Reduccion de la sal caprica al 6xido
cuproso y determinacién gravimétrica.
Requiere eliminacién de grasa/proteina.
Acido picrico Eliminacion de las dos proteinas y
conversion del acido picrico (amarillo) a
acido picrdmico (rojo caoba).

Acido fenol-sulfurico Hidrolisis de lactosa y formacién de
hexosas. La leche puede diluirse mucho,
eliminando la necesidad de eliminar

grasa/proteina. Medida de
oligosacaridos.
Cloramina T KIO (formado por la reaccion de

Cloramina T y KI) reacciona con lactosa
para formar iodo libre que es titulado con
tiosulfato sodico.

Ferricianuro Determinacion colorimétrica en el cambio
de absorbancia cuando el ferricianuro
(amarillo) se convierte en ferrocianuro
(incoloro). Se utiliza citrato sddico para
mantener la proteina en solucion.

Tabla 11. Métodos quimicos para el andlisis de lactosa (Zadow, 1992).

2.4.1.1 METODO OFICIAL CON CLORAMINA T

Mediante este método se determina indirectamente el contenido en lactosa
monohidratada, una vez desproteinizada la leche, por valoracion de la cantidad de
halégeno producido al final de la reaccién entre lactosa y el yoduro potasico-cloramina
T (Cimiano, 1991).

Este método puede utilizarse para productos fluidos y leche seca no grasa reconstituida
a aproximadamente el 8% de sélidos (Zadow, 1992).

Después de la desproteinizacién de la muestra con acido tingstico, se agrega a una
cantidad de filtrado una solucién de cloramina T y una solucién de Kl. La cantidad de
cloramina T que no reacciona se valora a través de una titulacion del yodo liberado, con
una solucion de tiosulfato sodico. La diferencia entre la cantidad de cloramina T en el
blanco y la cantidad que queda en la muestra analizada es equivalente a la cantidad de
lactosa en la muestra.

Reaccion entre el exceso de cloramina T y el Kl:
K*I~ + cloramina T - I, + compuesto reducido
Valoracién del I, liberado:

I, + 5,05~ > 21~ + 5,0~ (Cimiano, 1991).
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2.4.2 METODOS FISICOS

Los métodos fisicos incluyen procedimientos polarométricos, crioscopicos y
espectroscopia infrarroja (Zadow, 1992).

2.4.2.1 METODOS POLARIMETRICOS

Los métodos polarimétricos parten de la separacion por precipitacion de la grasa y las
proteinas para eliminar posibles interferencias. A continuacion, se determina con el
polarimetro el poder rotatorio de la solucion de lactosa resultante y se calcula el
contenido en lactosa hidratada de la leche mediante las siguientes expresiones:

Para leche entera: gramos de lactosa hidratada en 100 ml de leche = a 1,1929

Para leche desnatada: gramos lactosa hidratada en 100 ml de leche desnatada = a
1,2309 (Cimiano, 1991).

2.4.2.2 METODOS CRIOSCOPICOS

Los métodos crioscopicos se proponen para analisis de rutina de leches fluidas y sueros.
No son recomendables para productos secos reconstituidos. Zarb y Hourigan (1979)
propusieron un método basado en la adicion de lactasa en un buffer midiendo la
diferencia en el punto de congelacion de la mezcla después del mezclado y la incubacion
a 37°C durante una hora. La diferencia en el punto de congelacion fue proporcional a la
concentracion de lactosa. Este método no requiere la eliminacion de proteinas antes de
la determinacion.

2.4.2.3. METODOS ESPECTROSCOPICOS

Los métodos espectroscopicos no se consideran tan precisos como la cromatografia
liguida de alta eficacia o los métodos enzimaticos. Robert et al.(1987) investigaron el
uso del infrarrojo cercano para el analisis de lactosa. Asignando una longitud de onda
de 2094nm a la lactosa y encontraron que se podia medir sin interferencias de proteinas
o lipidos. El andlisis si resulté afectado por la absorcion de agua y el método no se
considera (til para analisis de rutina (Zadow, 1992).

2.4.3 METODOS ENZIMATICOS

Los métodos enzimaticos proporcionan una especificidad que no es posible con los
métodos quimicos. Tienen una especial importancia en la determinacion de niveles muy
bajos de lactosa. Marsili et al. (1981) usaron el método enzimatico Trinder para
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determinar lactosa en leche humana. Este método utilizaba [3-galactosidasa para
romper el enlace entre la glucosa y la galactosa (Zadow, 1992).

Se exponen a continuacion dos métodos enzimaticos para la determinacion de lactosa
en leche y productos lacteos, que puedan contener otros azlcares y que no hayan
sufrido un tratamiento térmico intenso. Se trata de dos métodos complementarios, uno
de ellos emplea la glucosa obtenida tras la hidrélisis de la lactosa y el otro emplea la
galactosa obtenida en dicha hidrolisis. La eleccion del método dependeréa de la cantidad
de glucosa o galactosa que tenga el producto a analizar. En el caso de que éste tenga
un elevado contenido en lactosa, el método de la glucosa puede dar resultados menos
precisos, siendo recomendable utilizar el método donde reacciona la galactosa;
mientras si en las muestras hay un contenido en galactosa muy elevado, el método
donde reacciona la glucosa seria el aconsejado. Si las cantidades de glucosa y
galactosa en la muestra son elevadas, la precision del método se reducira
independientemente de que se utilice glucosa o galactosa.

En los dos métodos se trata un extracto purificado de la muestra por medio de las
enzimas y sustancias bioquimicas que se exponen en la tabla 12.

Método enzimatico por la
via glucosa

Método enziméatico por la
via galactosa

Nicotinamida-adenina-
dinucleotido fosfato

Enzimas y sustancias | 8-galactosidasa 3-galactosidasa
bioguimicas afiadidas | Hexoquinasa y adenosin | R-galactosa
simultaneamente y que | trifosfato (ATP) deshidrogenasa en
actian de manera | Glucosa-6-fosfato presencia de nicotinamida-
sucesiva deshidrogenasa adenina-dinucledtido

(NAD™*)

340 nm

340 nm

Determinacion NADPH

Tabla 12. Enzimas y sustancias bioquimicas utilizadas en los métodos enzimdticos via glucosa y galactosa.

En ambos casos el contenido en lactosa es proporcional al contenido en NADH,
teniendo en cuenta la correccion pertinente a la glucosa presente al comienzo del
analisis (Cimiano, 1991).

Se utilizan también biosensores basados en enzimas que combinan la alta especificidad
de las enzimas con la versatilidad del transductor.

En la tltima década se han desarrollado varios tipos de biosensores enzimaticos para
la determinacion de lactosa. La primera generacion de biosensores de lactosa se basa
en la deteccion del peroxido de hidrégeno formado mediante el uso de 3-galactosidasa
en combinacion con la glucosa oxidasa. En la segunda generacién los mediadores redox
se unen al electrodo con el fin de mejorar la transferencia de electrones entre el sitio
activo de la enzima y el electrodo, pueden ser B-galactosidasa, glucosa oxidasa y
peroxidasa de rabano silvestre. Los biosensores de tercera generacion se basan en una
transferencia directa de electrones entre la enzimay el electrodo, permitiendo un disefio
mas simple del biosensor y reduciendo el nimero de componentes. Estos biosensores
tienen la ventaja de reducir los costes de construccion y aumentar la seguridad y
estabilidad debido a que se eliminan los mediadores potencialmente tdéxicos (Tasca et
al., 2013).
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2.4.4 METODOS CROMATOGRAFICOS

Tanto la cromatografia de gas (GC) como la cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) se han utilizado para la determinacion de lactosa en productos lacteos.

La cromatografia tiene una importancia particular en la deteccién y medida de azlcares
especificos presentes en una mezcla. Antiguamente se utilizaba cromatografia de capa
fina, pero no daban una estimacion cuantitativa adecuada de la lactosa presente en la
leche.

Los fundamentos basicos del funcionamiento de las técnicas cromatograficas se pueden
encontrar en numerosos articulos y textos clasicos (Diez, 2015), (Fowlis, 1998).

2.4.4.1. CROMATOGRAFIA DE GASES (GC)

La cromatografia de gases proporciona informacién cuantitativa y cualitativa en lo que
se refiere a andlisis de carbohidratos. La mayoria de los procedimientos requieren la
formacion de derivados de trimetilsililo o acetatos de alditol. Reineccius et al. (1970)
identificaron y cuantificaron carbohidratos libres neutros en la leche por cromatografia
de gases y espectroscopia de masas. Debido a la necesidad de preparar derivados, la
cromatografia de gases no se utiliza para el andlisis de lactosa y ha sido reemplazada
por la cromatografia liquida de alta resolucién (Zadow, 1992)

2.4.4.2. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

La cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) es la técnica mas utilizada para el
analisis de compuestos individuales.

Ofrece ventajas sobre el resto de métodos como especificidad, velocidad, precision y
pequefio tamafio de muestra. Es de especial importancia cuando existen otros azlcares
en la mezcla que pueden interferir con el método.

El enfoque tradicional para el analisis y la deteccion de azlcares en la leche es la
cromatografia liquida de alta resolucién acoplada con un detector de indice de refraccién
porque no precisa fluor6foro ni croméforo. Sin embargo este detector tiene ciertas
desventajas como que no es muy especifico ni sensible a los cambios de temperatura,
presién y composicion de disolventes, ademas no permite gradientes (Negri, 2017).

Los procedimientos publicados de cromatografia liquida de alta definicibn para el
analisis de productos lacteos se centran en la cuantificacion, la seleccion de la columna
y los medios por los que los carbohidratos se separan de la proteina y la grasa.

Los agentes desproteinizantes que se incluyen son acetonitrilo, acido tricloroacético,
alcohol, metil-alcohol y acido perclérico (Zadow, 1992).
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3. METODOLOGIA
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3.1 BIOMILK: FUNDAMENTOS Y METODOLOGIA

3.1.1 FUNDAMENTOS TEORICOS DEL BIOMILK

Para la determinacion de lactosa en productos lacteos parcialmente deslactosados se
ha utilizado un equipo denominado BIOMILK. BIOMILK (figura 5) contiene un biosensor,
un dispositivo analitico compacto que combina un componente biolégico con un
transductor fisico-quimico para la deteccion de analitos de interés. Combina la alta
especificidad y selectividad de enzimas especificas para cada analito con una
transducciébn amperométrica de dicha sefial biolégica, facilmente detectable y
cuantificable.

La base de su tecnologia radica en el desarrollo del Biotest, el electrodo de trabajo, que
lleva inmovilizado un enzima junto con otros componentes electroactivos, los cuales
producen un cambio de corriente eléctrica al entrar en contacto con el analito a detectar,
en este caso la lactosa.

Figura 5. Dispositivo BIOMILK.

El procedimiento de medida de BIOMILK es laborioso y consta de dos fases: en la
primera fase, el equipo registra la sefial eléctrica que circula por la celda electroquimica
estableciéndose el blanco. En la segunda fase, se utilizan patrones de calibracién, que
se preparan de acuerdo a la concentracién de lactosa que se espera en las muestras.
Esta adicion supone un aumento de la corriente eléctrica en la celda debido a la
secuencia de reacciones redox que tienen lugar en la superficie del electrodo de trabajo.

De la diferencia de intensidades registradas antes y después de la adicion, el equipo
calcula una variacion de intensidad de corriente que correlaciona con la concentracion
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de lactosa mediante una calibracion previa del equipo. BIOMILK determina lactosa en
tres rangos de medida de una manera cuantitativa (tabla 13).

0-200 mg/I 0-2 g/l 0-6 g/l
LD 60 0,6 1,8
Error 15% 15% 15%
Rango 60-140 mg/l 0,6-1,4 g/l 1,8-4,2 g/l
Cuantitativo
Pretratamiento Si Si Sl
Dilucién NO 1/10 1/10

Tabla 13. Especificaciones de los rangos de medida.

El funcionamiento del biosensor puede asimilarse al descrito por (Onzuelo et al., 2010)
para la determinacién de lactosa en leche y productos lacteos. El bioelectrodo
desarrollado se basa en un disco de oro modificado con una monocapa (SAM) auto-
ensamblada de acido 3-mercaptopropionico (MPA) donde las enzimas 3-galactosidasa,
glucosa oxidasa y peroxidasa de rabano silvestre y el mediador redox tetrathiafulvaleno
(TTF) se encuentran coinmovilizados mediante una membrana de dialisis.

La enzima R-galactosidasa cataliza la hidrdlisis de lactosa, y la glucosa producida es
oxidada cataliticamente a acido glucénico y peréxido de hidrégeno, que es reducido en
presencia de peroxidasa de rdbano silvestre. Esta reaccion enzimética esta mediada
por tetrathiafulvaleno y la reducciéon de TTF* a 0,00V en un electrodo de plata/cloruro
de plata proporciona un aumento de la sefial amperométrica que es proporcional a la
concentracion de lactosa. Estas reacciones se encuentran esquematizadas en la figura
6.

Lactose H,O
p-Gal
Galactose Glucose 0,
GOD
Gluconic acid H.O, 2TTF w
2e- E
HRP —_—
Q
.
H,O 2TTF* w

Figura 6. Diagrama esquematico que muestra las reacciones implicadas de la enzima y el electrodo con el
biosensor R-Gal-GOD-HRP-TTF-MPA-AUE para la determinacion de lactosa (Onzuelo et al., 2010).
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Existe mucha bibliografia donde se desarrollan diferentes biosensores para la
determinacion de lactosa. La mayoria se corresponden con biosensores
amperométricos con diferentes enzimas inmovilizadas en la superficie del electrodo: 3-
galactosidasa y galactooxidasa (Sharma et al., 2004), R-galactosidasa y glucosa
oxidasa (Rajendran & Irudayaraj, 2002), peroxidasa, glucosa oxidasa y 3-galactosidasa
(Eshkenazi et al., 2000), R-galactosidasa, mutarotasa y glucosa deshidrogenasa
(Maestre et al., 2005), 3-galactosidasa y galactosa deshidrogenasa (Malhotra et al.,
2005) y celobiosa deshidrogenasa (Stoica et al., 2005).

3.1.2 METODOLOGIA DE TRABAJO PARA DETERMINACION DE LACTOSA EN
LECHE

3.1.2.1 MATERIAL NECESARIO PARA LA MEDIDA

Y

Biosensor: equipo, cubeta de medida, electrodo de referencia y
alimentador

Biotest LAC (electrodo de trabajo)

Kit de Calibracion LAC

Kit de Medida LAC

Pretratamiento Lactosa

Micropipetas de 100-1000p! y 0,5-5 ml

Agua destilada

Y VVYVYYVY

3.1.2.2 PREPARACION DE LA MEDIDA

3.1.2.2.1 Almacenaje y uso de los Biotest

Los Biotest se deben conservar entre 3-8°C, durante un periodo maximo de 30 dias.

La hidratacion del Biotest se debe realizar al menos 24 horas antes de su uso. Para ello
se deshecha la piedra de silica gel del interior del tubo y se rellena con Solucién de
Media hasta que la base del Biotest quede sumergida.

Una vez hidratado el Biotest debe almacenarse entre 3-8°C en posicion vertical por un
méaximo de 15 dias.

3.1.2.2.2 Preparacion de reactivos

Solucién de Medida LAC (SM)

Para la preparacion de Solucion de Medida se disuelve el contenido de un tubo LAC1
en 250 ml de agua destilada o un tubo LAC2 en 1 | de agua destilada.
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Reactivos y patrones de Calibracion LAC

Los patrones de Calibracion LAC1 y LAC2 se preparan por dilucion de los reactivos de
calibracion LAC1 y LAC2, respectivamente y son los reactivos que se utilizan para la
calibracion del equipo. El patrén de medida se utiliza para comprobar el estado de la
calibracion. Su preparacion se especifica en la tabla 14.

0-200 mg/I 0-2 g/l 0-6 g/l
Reactivo de 10 ml SM 10 ml SM 10 ml SM
Calibracioén
LAC1
(RC LAC1)
Patrén de 4 ml SM 4.9 ml SM 4.9 ml SM
Calibracioén + 1ml RC LAC1 + 0,1ml RC LAC1 | + 0,2ml RC LAC1
LAC1
Reactivo de 5 ml SM 5 ml SM 5 ml SM
Calibracion
LAC2
(RC LAC2)
Patrén de 9,5 ml SM 9,5 ml SM 8,5 ml SM
Calibracioén +05mRCLAC2 |+ 05 ml RCLAC|+15mIRCLAC?2
LAC2 2
Patrén de 7,5 ml SM 9,3 ml SM 8,3 ml SM
Medida + 2 ml RC LAC1 + 0,2 ml RCLAC1 | + 0,2 ml RC LAC1
+0,5mRCLAC2 |+05mIRCLAC2|+1,5mlRCLAC2

Tabla 14. Preparacion del Reactivo y Patron de Calibracion.

Las condiciones de almacenaje de cada uno de los reactivos preparados se especifican
en la tabla 15.

Biotest RC LAC1 Y | Patron SM MUESTRA
LAC2 LAC1 y
LAC2
Patron de
Medida
Seco 3-8°C/ 30 | Temperatura | Temperatura | Temperatura
dias ambiente/1 | ambiente/1 | ambiente/l
ano ano afo
Hidratado | 3-8°C/ 15 | 3-8°C/7 dias | A diario Temperatura | 2h
dias ambiente/15
dias

Tabla 15. Condiciones de almacenaje de los reactivos.
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El reactivo LAC es el utilizado para preparar el buffer que se utiliza en la celda
electroquimica para obtener un pH 6ptimo para el buen funcionamiento de la
enzima correspondiente.

El reactivo LAC1 es el correspondiente al patrén que simula la concentracion de
glucosa en una leche deslactosada.

El reactivo LAC2 es el correspondiente al patrén que simula la concentracion de
lactosa en una leche deslactosada (100ppm).

3.1.2.3 PUESTA EN MARCHA DEL BIOSENSOR

3.1.2.3.1 Montaje del biosensor

Para el correcto montaje del biosensor se deben acoplar tanto el Biotest (introduciéndolo
en el portabiotest y apretandolo con el tornillo) como el electrodo de referencia en sus
respectivos conectores.

Se rellena la cubeta de medida con 10 ml de solucién de medida LAC y se coloca en el
portacubetas de modo que todos los componentes de la celda electroquimica queden
sumergidos.

Se conecta el equipo a una toma de corriente de 100-240 VAC y se aprieta el boton de
encendido durante 2 segundos.

Se selecciona el pardmetro a analizar, el rango de medida y se identifica el Biotest con
su etiqueta identificadora.

3.1.2.3.2 Activacion y calibracion del Biotest. Medida del patrén

Antes de comenzar con la realizacién de analisis, se debe activar y calibrar el Biotest.
Es recomendable que se realicen estas dos operaciones tras largas pausas del equipo
(mas de 2 horas).

Para realizar la activacion se debe esperar que el equipo registre el blanco de la medida
y emita una sefial auditiva. Se inyectan 2 ml del patrén de medida en la cubeta con la
ayuda de una micropipeta.

La calibracion consta de tres puntos y se lleva a cabo mediante la adicion de 2 ml del
Patrén de Calibrado LAC1 y dos adiciones sucesivas de 2 ml del Patron de Calibrado
LAC 2. Para el trazado de la recta de calibrado el equipo tiene en cuenta las variaciones
de intensidad producidas por las distintas adiciones y las concentraciones
correspondientes de cada Patron de Calibracion.

Una vez realizada la calibracion, aparecen en pantalla los parametros de la regresion
lineal obtenida de la interpolacion de los tres puntos de calibracion. Se consideran
validos para proceder con el analisis valores de R y m iguales o superiores a 0,9990 y
6000 respectivamente.
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Se recomienda testar el estado de la calibracion tras una serie de medidas o tras una
pausa larga del equipo. Para ello se coloca la cubeta correctamente con 10 ml de
Solucion de Medida y se inyecta el patron de medida segun indica la tabla 16.

0-200 mg/I 0-2 g/l 0-6 g/l
Patron de Medida | 2 ml 2 ml 650 pl
Patréon de | 2 ml 2ml 650 pl
Calibracién LAC1
Patréon de | 2 ml 2ml 650 pl
Calibracién LAC2

Tabla 16. Volimenes de las adiciones en la activacion, calibracion y andlisis de patron.

3.1.2.4 PRETRATAMIENTO, DILUCION Y ANALISIS DE MUESTRA

Las muestras de leche necesitan un pretratamiento previo sélo si han sufrido un proceso
de envasado a presion, ya que el oxigeno en suspension de la muestra puede generar
interferencias en la medida. Para ello se introducen 5 ml de muestra en un tubo de
pretratamiento (con carbon activo) y se agita hasta que la muestra sea homogénea.

Las muestras en rangos de 0-2 g/l y 0-6 g/l necesitan una dilucién previa. Para ello se
mezcla 1 ml de muestra con 9 ml de Soluciéon de medida y se agita hasta que la muestra
sea homogénea.

Una vez realizado el pretratamiento y dilucibn oportunos se procede a inyectar la
muestra en la cubeta de medida segun indica la tabla 17.

0-200 mg/l | 0-2 g/l 0-6 g/l
Volumenes de | 2 ml 2ml 650 pl

muestra
Tabla 17. Volimenes de muestra a inyectar.

3.1.3 METODOLOGIA DE TRABAJO PARA ANALISIS DE LACTOSA EN YOGUR

En el caso de trabajar con yogur, la metodologia sera la misma, salvo que se aconseja
batir en turrax las muestras y los patrones se preparan del siguiente modo:

Patron 1= 1,6 ml LAC1 + 3,4 ml SM
Patron Muestra = 3,2 ml LAC1 + 0,5 ml LAC2 + 6,3 ml SM

Correspondiendo el patrén LAC1 con 36 g/l de glucosa en SMy el patron LAC2 con 100
mg/l de lactosa en SM.
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3.2 CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS
3.2.1 DETERMINACION DE GRASA

Para la determinacion de la materia grasa se pueden utilizar métodos quimicos
clasicos como el método butirométrico de Gerber y el método gravimétrico de Rose-
Gottlieb y métodos instrumentales como el método fotométrico (Milko-Tester) y
métodos de espectroscopia infrarroja (Milko-Scan o Multispec).

Los métodos quimicos se basan en la medida de la materia grasa separada después
de destruir su estado globular o extraer la grasa por medio de un disolvente.

Los métodos instrumentales estan basados en determinadas propiedades fisicas de la
leche y practicamente se realiza mediante espectroscopia infrarroja, que ha
desplazado a otras técnicas pioneras.

En este trabajo se ha hecho uso del método butirométrico de Gerber (figura 7), cuyo
principio de funcionamiento es el siguiente: un volumen de muestra es tratado en un
butirémetro con acido sulfarico y alcohol amilico. El acido sulfarico disuelve las
proteinas y el alcohol amilico facilita la separacion de la grasa.

Mediante centrifugacion la grasa es separada en el vastago graduado del butirometro,
donde es leido directamente el contenido en materia grasa.

El contenido en materia grasa obtenido por la aplicacion de este método se expresa en
gramos por 100 gramos o por 100 mililitros de leche.

El procedimiento operatorio se encuentra descrito en el anexo 1.

Ui
/

7]

2
_r/ 5 i/
3 /

{

Figura 7. Butirémetro tipo Gerber para leche, 0 a 7% de grasa.

3.2.2 DETERMINACION DE LAS CENIZAS

Se entiende como contenido en cenizas de la leche el producto resultante de la
incineracién del extracto seco, expresado en porcentaje en masa, obtenido segun el
procedimiento descrito en el anexo 2.
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3.2.3 DETERMINACION DEL EXTRACTO SECO

Se entiende por contenido en extracto seco de la leche, el residuo obtenido después
de efectuar la desecacion de la leche en unas determinadas condiciones de tiempo y
temperatura.

En el extracto seco total (E.S.T.) de la leche se encuentran todos sus principales
constituyentes, excepto el agua, siendo su contenido porcentual igual a la suma de los
contenidos porcentuales en grasa, proteinas, lactosa anhidra y sales minerales.

Si al extracto seco total (E.S.T.) se le resta el contenido en materia grasa, se obtiene el
extracto seco magro (E.S.M.).

La determinacion oficial del extracto seco se realiza por el método de desecacién en
estufa que se expone en el anexo 3.

3.2.4 DETERMINACION DE PROTEINAS

En la practica es imposible determinar directamente las materias nitrogenadas totales
o los componentes nitrogenados por aislamiento y pesada, ya que no se dispone como
para la materia grasa de métodos que permitan una separacion completa y facil de las
sustancias a valorar que conduzcan a una medida de peso o volumen. Por lo tanto, los
métodos de determinacion de proteinas son métodos de andlisis indirectos.

Las proteinas se pueden determinar mediante métodos quimicos clasicos (método
Kjeldhal y método de formol) y métodos instrumentales (basados en la fijacion de
colorantes, basados en el método Kjeldahl o métodos de espectroscopia infrarroja).

En este trabajo se ha utilizado el método Kjeldahl para la determinacién de proteinas
ya gque esta universalmente admitido como método de referencia.

El método Kjeldahl estad basado en un proceso de digestién, mediante el cual se
destruyen los compuestos organicos con acido sulfarico concentrado y sulfato de
cobre (Il) como catalizador. La adicion de sulfato potasico eleva el punto de ebullicion
y acelera el proceso de destruccion.

Durante la digestién el nitrdgeno de la materia organica se convierte en sulfato
amaonico.

Leche + H,SO, = NH} + SO,

La muestra digerida se destila en presencia de hidréxido sddico en exceso. Por accion
del hidréxido sédico el NH; se transforma en NH;.

NH;} + OH™ = NH; + H,0
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El amoniaco destilado se recoge en una solucion de acido bérico diluido y se valora
con &cido clorhidrico en presencia de rojo de metilo-azul de bromotimol-verde de
bromocresol, indicador que vira de azul cobalto a naranja palido a un pH de 4,6.

NH, + HBO, = NH,BO, + H,0
HsB05S HBO, - H,0
NH,BO, + HCl = NH,Cl + HBO,

El procedimiento operatorio se encuentra descrito en el anexo 4 (Cimiano, 1991)

3.2.3 METODOLOGIA DE TRABAJO PARA YOGUR

1. Con la finalidad de hallar el método 6ptimo para la determinacion de lactosa en
yogur se realiza el estudio de la reproducibilidad del método en leche sin lactosa,
para lo cual se miden 7 muestras de leche sin lactosa semidesnatada segun lo
explicado en el apartado 3.1.2 del presente trabajo, procedimiento optimizado en
CAPSA. Se estudian a continuacion los protocolos cedidos por la empresa de
BIOMILK para leche y para yogur (apartado 3.1.3) en muestras de yogur natural

azucarado sin lactosa.

2. A partir de los resultados obtenidos se valora la utilizacion del protocolo de yogur
realizando una diluciébn 1:2 del mismo, ya que resulta imposible pipetear las
cantidades pertinentes de muestra debido a la viscosidad de la misma, y se estudia

el efecto de la utilizacién de carbdén activo en las muestras.

3. Debido a que se esta diluyendo la muestra, se estudia el efecto de la misma dilucion
en el patrén LACL1, ya que se corresponde con la cantidad de glucosa, junto con el

efecto de la utilizacion de carb6n activo.

4. Se realizan adiciones estandar para comprobar la fiabilidad del método y de los

resultados.

5. A continuacion, se realiza una nueva caracterizacion de tres referencias distintas de
yogur natural azucarado sin lactosa para realizar un seguimiento de su ciclo de vida.

Muestra 1: (09/03; 05:57:55 031F)
Muestra 2: (18/03; 06:27:08 038A)
Muestra 3: (28/03; 06:29:19 052B)
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6. A partir de la caracterizacion, se calcula la concentracion exacta de glucosa de
cada muestra y se prepara el patron de glucosa LAC1 ajustado a dicha
concentracion.

7. Por ultimo se estudia el efecto de la hidratacion del Biotest 24 y 48 horas antes de
su utilizacion.

8. Las muestras estudiadas se miden para cotejar resultados utilizando el instrumento
LactoSens, por HPLC y se envian a una empresa externa de validacion.

3.2.4 METODOLOGIA DE TRABAJO PARA MANTEQUILLA

Se lleva a cabo el siguiente protocolo:

» Se toman 1000 g de mantequilla (Prueba 1, deslactosado industrial)
(27/04/17, L-148-16 06:45 13). Se llevan a una termomix a 90°C, con
agitacion durante 15 minutos.

» La mezcla liquida obtenida se trasvasa a un bote de 1000 ml y se deja
reposar otros 15 minutos para que se separen las fases.

» Una vez separadas, la fase acuosa se lleva a centrifugacién durante 10
minutos.

» Se decantay se vuelve a centrifugar la fase liquida otros 10 minutos.

» Tras otra decantacion, se trabaja con la fase acuosa obtenida.

» Para llevar a cabo el andlisis de lactosa, se supone que en la mantequilla
no existe glucosa, por lo que el patron de calibrado de glucosa se
sustituye por el buffer “LAC”, manteniéndose el patron de medida vy el
patrén de calibrado de lactosa igual que los utilizados hasta el momento
en el andlisis de yogur.

Se caracterizan a continuacion otras tres muestras de mantequilla y se comparan los
resultados obtenidos centrifugando y sin centrifugar.

Prueba 2: (30-01-18 L-060-17 09:07). Corresponde con una mantequilla deslactosada.

Prueba 3: (31-01-18 L-061-17 16:45). Corresponde con una mantequilla con un
deslactosado parcial (nata sin deslactosar).

Blanco: 05-02-18 L-066-17 12:16. Se trata de una mantequilla tradicional.
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Se realiza el estudio del ciclo de vida de dos mantequillas. Por un lado se separa la fase
acuosa de las mantequillas en la semana 1y se conserva en la nevera para los andlisis
sucesivos (Inicio). Por otro lado, se separa la fase acuosa de cada mantequilla el dia del
andlisis (semanalmente) para ver las diferencias.

Prueba 1: (27-04-17, L-148-16 06:45). Corresponde con una mantequilla deslactosada.
Prueba 2: (30-01-18 L-060-17 09:07). Corresponde con una mantequilla deslactosada.

Las muestras estudiadas se envian a un laboratorio externo de referencia para cotejar
los resultados.
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4. RESULTADOS EXPERIMENTALES
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4.1 DETERMINACION DE LACTOSA EN YOGUR

4.1.1 CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS Y ESTUDIO DE LA

REPRODUCIBILIDAD

R/

« Previamente a la puesta a punto del método para la determinacién de lactosa se
caracterizaron fisico-quimicamente algunas de

las muestras de yogur
mantequilla y leche. En la tabla 18 se muestra la caracterizacion de las mismas,
utilizadas en los experimentos iniciales para el estudio de la reproducibilidad del
método. Se hallan valores esperados en todos los casos. No es posible
determinar el % de proteinas de la mantequilla, ya que al finalizar el proceso
descrito en el apartado 3.2.4 la muestra se encuentra quemada.

Muestras % Grasa % Cenizas % Proteinas | % Extracto Seco
Mantequilla Muestra 1 83 0,18 - 83,48
Yogur Muestra 1 3,3 1,3 5,91 23,82
Leche Muestra 1 1,6 1,008 3,33 10,91

Tabla 18. Caracterizacion de muestras de mantequilla, yogur y leche iniciales.

+ Tras el estudio de la reproducibilidad del método en leche semideshatada sin
lactosa siguiendo el procedimiento optimizado en CAPSA se hallan los valores
recogidos en la tabla 19. Los valores correspondientes a cada medida se
encuentran en el anexo 5.

[lactosa]mgl/I

X

131+2

DE

5,93

Tabla 19. Estudio de la reproducibilidad del método en leche semidesnatada sin lactosa.

+» Se estudia a continuacion el protocolo de leche y el protocolo del yogur en yogur
natural azucarado sin lactosa, junto con el efecto del uso de carbdn activo,
hallando los resultados recogidos en la tabla 20. El protocolo de yogur no
proporciona resultados ya que no se realizan diluciones y la cantidad de muestra
adicionada en cada medida no produce lectura del instrumento. Los valores
correspondientes a cada medida se encuentran recogidos en el anexo 5.
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Protocolo de leche Protocolo de yogur
[lactosalmg/I [lactosalmg/I
Con Carb6n | Sin Carb6n | Con Sin
Activo Activo Carbon Carbén
Activo Activo
X | 31+2 28+4 0 0
DE | 2,65 6,43 0 0

Tabla 20. Estudio de los protocolos de leche y yogur en yogur natural azucarado sin lactosa.

Al llevar a cabo el protocolo de la leche no se considera la cantidad de glucosa presente
en el yogur, sino la que existe en leche sin lactosa.

4.1.2 ESTUDIO DEL EFECTO DE LA UTILIZACION DE CARBON ACTIVO

% Se repite el ensayo con el protocolo de yogur con una dilucién 1:2 de la muestra
(12/01; 06:11:42 341F) comparando la utilizacion de carbon activo en la
preparacion de la misma (tabla 21). Los valores correspondientes a cada medida
se encuentran recogidos en el anexo 6.

Protocolo de yogur [lactosalmg/I
Con Carbén Sin Carbon Activo
Activo

X |99+12 91+8

DE | 20,03 14,05

Tabla 21. Estudio del protocolo de yogur en yogur natural azucarado sin lactosa con y sin carbén activo.

La utilizacién de carbon activo parece no tener mucha influencia sobre los resultados.
Se trabaja sin la adicién de carbdn en los experimentos posteriores.

% Se estudia la reproducibilidad del método proporcionado por el fabricante para
yogur natural azucarado sin lactosa (12/01; 06:11:42 341F) con una dilucion 1:2
y sin la utilizacion de carbdn activo (tabla 22). Los valores correspondientes a
cada medida se encuentran recogidos en el anexo 6.

[lactosalmg/I
X | 6344
DE | 10,87

Tabla 22. Estudio de la reproducibilidad del protocolo de yogur en yogur natural azucarado sin lactosa sin
carbon activo.

Los resultados se encuentran dentro de la normalidad esperada para un yogur natural
azucarado sin lactosa. En experimentos posteriores se estudiaran los resultados
obtenidos al diluir, ademas de la muestra, el patrén de medida LAC 1.
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4.1.3 ESTUDIO DE LA DILUCION DEL PATRON DE MEDIDA LAC 1

+ Se estudia el efecto de diluir tanto la muestra (12/01; 06:11:42 341F) como el
patron de medida LAC 1, ademas de la adicién de carbén activo con la utilizacién
del protocolo de yogur en yogur natural azucarado sin lactosa (tabla 23). Los
valores correspondientes a cada medida se encuentran recogidos en el anexo

7.

Protocolo de yogur [lactosalmg/I

Con Carbén Sin Carbén Activo
Activo

X |121+1 8149

DE | 1,15 16,16

Tabla 23. Estudio del efecto de la dilucién del patron de medida LAC1 junto con la adiciéon de carbén activo
en protocolo de yogur en yogur natural azucarado sin lactosa.

Estos resultados no proporcionan mucha informacion sobre el método ya que se
obtienen valores semejantes en ambos casos. Para determinar la influencia del
pretratamiento de la muestra con carb6n activo junto con la dilucion de la misma, es
preciso realizar mas ensayos para conocer la reproducibilidad del método en cada caso.

% Se repite el experimento por separado utilizando el protocolo de yogur para yogur
natural azucarado sin lactosa, realizando diluciones 1:2 en la muestray en LAC1
para conocer la reproducibilidad del método sin carb6n activo y con carbon activo
realizando 6 medidas de cada muestra (tabla 24). Los valores correspondientes
a cada medida se encuentran recogidos en el anexo 7.

Protocolo de yogur [lactosalmg/I

Con Carb6n Activo

Sin Carbon Activo

X

505

7245

DE

11,89

11,31

Tabla 24. Estudio de la reproducibilidad con la dilucion del patron de medida LAC1 con y sin carbon activo.

Se obtienen en los dos casos valores dentro de la normalidad.

4.1.4 ESTUDIO DEL AJUSTE DE GLUCOSA EN EL PATRON DE MEDIDA LAC 1

% Se procede a caracterizar de nuevo dos referencias de yogur distintas, de forma
gue se conozca su contenido de glucosa y, de este modo, poder ajustar el patrén
de medida LAC 1 de forma precisa (tabla 25).
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Muestra 1: (09/03; 05:57:55 031F)
Muestra 2: (18/03; 06:27:08 038A)

Muestras Yogur % Grasa % Cenizas | % Proteinas | % Extracto Seco
Muestra 1 3,3 1,25 5,9307 23,81
Muestra 1 3,3 - 5,8964 -
Muestra 2 3,4 1,37 5,8965 23,98
Muestra 2 34 - 5,8691 -

Tabla 25. Caracterizacion muestras 1y 2.

Muestra 1 = 40,4695 g/l glucosa

Preparacion del patron 1 ajustado a la glucosa = 1,8 ml LAC1 + 3,2 mL LAC

Muestra 2 = 39,4479 g/l glucosa

Preparacion del patron 1 ajustado a la glucosa = 1,7 ml LAC1 + 3,3 mL LAC

@
0‘0

Se comparan los resultados obtenidos ajustando el patron de medida LAC1 a su
cantidad real de glucosa y sin ajustarlo en las dos muestras (tabla 26). Los
valores correspondientes a cada medida se encuentran recogidos en el anexo

8.

Muestra 1 Muestra 2

[lactosa]mg/I [lactosa]lmg/I

LAC1 LAC 1 sin LAC1 LAC1

ajustado ajustar ajustado | sin

ajustar

X | 444 566 3915 37+8
DE | 9,53 13,7 11,63 17,9

Tabla 26. Comparacion del efecto de ajustar el patrén de medida LACL1 a su cantidad real de glucosa.

A la vista de los_resultados obtenidos, se decide en los experimentos sucesivos trabajar
con la glucosa ajustada, ya que de este modo se ha obtenido una menor desviacién en
las dos muestras de yogur. El reactivo LAC 1 corrige la glucosa en el primer punto de
calibracion, por lo que lo mas sensato es ajustar cada muestra a su propia cantidad de

glucosa.
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R/

% Como las referencias de yogur medidas tienen mas de una semana de
fabricacion, se utiliza un yogur recién producido (nueva muestra 3), se
caracteriza (tabla 27) y se estudia su ciclo de vida junto con las muestras 1 y 2.
Se comprueba también la existencia de diferencias en el resultado hidratando el
Biotest 48 horas en vez de 24 horas.

Muestra 3: (28/03; 06:29:19 052B)

Muestras Yogur % Grasa % Cenizas | % Proteinas | % Extracto Seco

Muestra 3 3,2 1,27 5,3768 22,77

Tabla 27. Caracterizacién nueva muestra 3.

4.1.5 ESTUDIO DEL CICLO DE VIDA

Se lleva a cabo el estudio del ciclo de vida de los yogures (figura 8) para confirmar las
hip6tesis que surgen a partir los resultados anteriores. Al caracterizar las muestras en
funcién de su contenido en glucosa, a medida que avance el tiempo, éste no sera el
mismo que al principio, puesto que la lactasa continGa actuando y produciendo mas
glucosa. Como el reactivo LAC 1 esta preparado de acuerdo a la cantidad inicial de
glucosa, habra un error por el cual se determinara mas lactosa de la que en realidad
existe en la muestra.

Las siguientes pruebas (tablas 28-31) se realizan para comprobar la evolucion en las
medidas de lactosa a lo largo de su tiempo de vida. Los valores correspondientes a cada
medida se encuentran recogidos en el anexo 9.

Muestra 1: (09/03; 05:57:55 031F) Medidas realizadas con un biotest hidratado 48 horas

Semanal Semana 2 Semana 3 Semana 4
(13/02/17) (20/02/17) (01/03/17) (07/03/17)

[lactosa]lmg/l | [lactosa]lmg/l | [lactosa]lmg/l | [lactosa]mg/I
X 44+4 68+3 102+3 10745
DE 9,53 6,84 7,40 10,82

Tabla 28. Ciclo de vida de muestra 1, Biotest hidratado 48 horas.

Muestra 2: (18/03; 06:27:08 038A) Medidas realizadas con un biotest hidratado 24 y 48
horas.
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A 48 h:
Semana 1l Semana 2 Semana 3 Semana 4
(13/02/17) (01/03/17) (07/03/17) (13/03/17)
[lactosa]lmg/l | [lactosa]lmg/l | [lactosa]lmg/l | [lactosa]mg/I
X 39+5 85+3 90+3 99+3
DE 11,63 5,93 5,72 5,93
Tabla 29. Ciclo de vida de muestra 2, Biotest hidratado 48 horas.
A 24 h:
Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4
(21/02/17) (28/02/17) (08/03/17) (22/02/17)
[lactosa]lmg/l | [lactosa]lmg/l | [lactosa]lmg/l | [lactosa]mg/I
X 38+3 85+3 85+1 -
DE 6,54 7,29 2,68 -

Tabla 30. Ciclo de vida muestra 2, Biotest hidratado 24 horas.

Muestra 3: (28/03; 06:29:19 052B) Medidas realizadas con un biotest hidratado 48

horas.
Semanal Semana 2 Semana 3 Semana 4
(22/02/17) (01/03/17) (10/03/17) (13/03/17)
[lactosalmg/l | [lactosa]lmg/l | [lactosa]lmg/l | [lactosa]mg/I
X 5242 62+2 82+4 7242
DE 5,55 4,33 9,84 5,09

Tabla 31. Ciclo de vida muestra 3, Biotest hidratado 48 horas.
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Ciclo de vida yogur

120
100
=
£ 80
'® 60
8
S
20
0
7 14 21 28
Dias
Muestra 1 (48 h) Muestra 2 (48 h)
Muestra 2 (24 h) Muestra 3 (48 h)

Figura 8. Ciclo de vida yogur.

A la vista de los resultados obtenidos (figura 8) se puede afirmar que la cantidad de
lactosa que se esta midiendo es ligeramente superior a la que hay en las muestras. Esto
es debido a la mayor presencia de glucosa en las mismas. Los patrones estan
preparados de acuerdo con la cantidad inicial de glucosa vy, por ello, hay un error por
exceso en las medidas a lo largo que va avanzando el tiempo de vida de los yogures.

+ Elresultado de la muestra 3 enviada para validacién a empresa externa (LABER)
se encuentra en el anexo 10.

% Las muestras fueron medidas por HPLC el dia 06/03/17, obteniéndose los
resultados que se muestran en la tabla 32. Se incluye el calibrado del analisis
por HPLC (figura 9) donde puede observarse un coeficiente de determinacién

de 0,9999.
[lactosa] mg/L
Muestra 1(Réplica 1) 39,293
Muestra 1(Réplica 2) 31,278
Muestra 2(Réplica 1) 34,650
Muestra 2(Réplica 2) 40,463
Muestra 3(Réplica 1) 46,848
Muestra 3(Réplica 2) 49,041

Tabla 32. Resultados HPLC para muestras 1, 2y 3.
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Calibrado Lactosa 10-500 ppm

300000
y =554,57x

200000 P

150000 #*

100000 /

50000 9

Area

0 100 200 300 400 500 600

[Lactosa] ppm

Figura 9. Resultados HPLC.

Los resultados coinciden con los obtenidos con Biomilk, teniendo en cuenta el
aumento de la glucosa a medida que avanzan las semanas.

+ Se realizan adiciones estandar para comprobar la fiabilidad del método (figura

10).
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Figura 10. Resultados adiciones estdndar.
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Las adiciones estandar proporcionan un buen resultado, aunque no se encuentra una
r2 de 0,999 como esta estipulado en el protocolo. Esto puede atribuirse a la
preparacion de las muestras.

+ La muestra 3 fue medida adicionalmente por el equipo LactoSens
obteniéndose un resultado menor de 0,1 g/l de lactosa.

Los resultados obtenidos mediante Biomilk han sido cotejados satisfactoriamente,
guedando demostrada la fiabilidad del método para la realizacién de analisis de rutina
en yogures.

Se ha comprobado experimentalmente que no existe necesidad de utilizar carbon
activo como pretratamiento en las muestras de yogur asi como ha quedado
demostrada la necesidad de ajustar el reactivo LAC 1 a la cantidad de glucosa
existente en cada muestra para obtener un resultado sin desviaciones. Por otro lado,
se ha demostrado la importancia de la hidratacion adecuada del Biotest para la
obtencién de medidas exactas.

Ha quedado patente la evolucién de la glucosa a lo largo del tiempo de vida de los
yogures, debido a la actividad residual de la lactasa.

4.2 DETERMINACION DE LACTOSA EN MANTEQUILLA

4.2.1 CARACTERIZACION MANTEQUILLA PRUEBA 1

Para llevar a cabo la determinacién de lactosa en mantequillas se comenzé trabajando
con una muestra “Prueba 1” (27/04/17, L-148-16 06:45 13) que corresponde con un
deslactosado industrial. La caracterizacion de la misma se expone en la tabla 33.

Los experimentos que se exponen a continuacion tienen como objetivo tratar de
cuantificar la lactosa presente en mantequillas con bajo contenido en lactosa utilizando
BIOMILK. Se trata de una experimentaciéon novedosa para la empresa, que no cuenta
con datos previos. La utilizacién de BIOMILK en mantequilla parte de la dificultad de
manejo de este producto. La lactosa en la mantequilla se encuentra en la fase acuosa,
por lo que se tiene que llevar a cabo un proceso de separacién de fases.

Muestras % Grasa % Cenizas | % Proteinas | % Extracto Seco

Mantequilla Prueba 1 83 0,18 3,27 83,48

Tabla 33. Caracterizacion Prueba 1.
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4.2.2 ESTUDIO DE LA REPRODUCIBILIDAD DEL METODO

« Se sigue el protocolo descrito en el apartado 3.4 del presente trabajo,
realizdndose una dilucion 1:3 de la Prueba 1 y se estudia la reproducibilidad
(tabla 34) del método para lo que se realizan 5 medidas de dos réplicas de la
Prueba 1 controldndose los volumenes de las fracciones grasas y acuosas, y los
pesos de las mismas.

Prueba 1 Concentracion | Concentracion
lactosa (mg/l) | lactosa (mg/l)
Réplica 1 Réplica 2
X 122+3 117+3
DE 6,38 5,06

Tabla 34. Estudio reproducibilidad Prueba 1.

Estos resultados tienen que ser tratados para que sean representativos de toda la
mantequilla. Los calculos se encuentran detallados en el anexo 11.

Para la réplica 1= 30 mg lactosa/l

Para la réplica 2=63 mg lactosa/l

Los resultados obtenidos se consideran satisfactorios. El valor proporcionado como
concentracion de lactosa por BIOMILK, es el correspondiente a la muestra de fase
acuosa previamente centrifugada y decantada. Después del tratamiento de datos,
parece que éstos no son tan similares entre si pero se debe tener en cuenta el
proceso de separacion de fases que ha tenido lugar. De todos modos, la
concentracion en ambas muestras es menor de 0,1 g/l.

4.2.3 CARACTERIZACION PRUEBA 2, PRUEBA 3 Y BLANCO DE MANTEQUILLA

Una vez se han obtenido resultados razonables con el método, se procede a
caracterizar tres nuevas muestras (tabla 35) con diferentes concentraciones de
lactosa. Se comienza caracterizando las muestras.

Prueba 2: 30-01-18 L-060-17 09:07. Corresponde con una mantequilla deslactosada.

Prueba 3: 31-01-18 L-061-17 16:45. Corresponde con una mantequilla con un
deslactosado parcial (nata sin deslactosar)

Blanco: 05-02-18 L-066-17 12:16. Se trata de una mantequilla tradicional.
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Muestras Proteinas % | Extracto Seco % | Grasa % Cenizas %
mantequillas

Prueba 2 2,95 16,06 86 0,109
Deslactosado

Prueba 3 2,84 15,27 87 0,107
Deslactosado
Industrial

Blanco 3,59 15,78 85 -
Tradicional

Tabla 35. Caracterizacién muestras de mantequilla.

4.2.4 MEDIDA DE LAS PRUEBAS 2, 3Y EL BLANCO DE MANTEQUILLA

% Se prepara una dilucion 1:3 en agua destilada de cada fase liquida de las
mantequillas, obteniéndose los siguientes resultados. Se comparan los
resultados obtenidos centrifugando la Prueba 2 (CF) y sin centrifugarla (SC)

(tabla 36).
Prueba 2 Prueba 2 Prueba 3 Blanco
SC CF CF CF
X 45+2 51+3 Fuera de Fuera de
rango rango
DE 3,67 5,64

Tabla 36. Estudio de la reproducibilidad de la Prueba 2 centrifugada, sin centrifugar, la Prueba 3y el
blanco centrifugados.

El tratamiento de datos se encuentra detallado en el anexo 12.

Para la prueba 2 sin centrifugar= 17 mg lactosa/L

Para la prueba 2 centrifugada = 20 mg lactosa/L

«» La prueba 3 se prepara a partir de 222 ul del centrifugado y el blanco se prepara
a partir de 193 ul de su centrifugado correspondiente. Los resultados de las
medidas se encuentran recogidos en la tabla 37.

Blanco Prueba 3

(mg/L) (mg/l)
X 184+2 160+3
DE 4,22 7,36

Tabla 37. Estudio de la reproducibilidad del Blanco y la Prueba 3.
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Se calcula su concentracion real de lactosa (anexo 12).

Blanco=6510 mg lactosa/L

Prueba 3= 4268 mg lactosa/L

4.2.5 CICLO DE VIDA

Se estudia el ciclo de vida de las mantequillas para comprobar si existe algin cambio
en la evolucion de la lactosa con el tiempo. No va a existir un cambio analogo al yogur,
ya que para realizar la medida de la mantequilla se supone que no existe glucosa.

Se trabaja con dos muestras:

Prueba 1: 27-04-17, L-148-16 06:45 13. Corresponde con una mantequilla
deslactosada.

Prueba 2: 30-01-18 L-060-17 09:07. Corresponde con una mantequilla deslactosada.

Se realizan dos estudios, por un lado se separa la fase acuosa de las mantequillas en
la semana 1 y se conserva en la nevera para los analisis sucesivos (Inicio). Por otro
lado, se separa la fase acuosa de cada mantequilla el dia del analisis (semanal) para
ver las diferencias. Los resultados se encuentran recogidos en las tablas 38 y 39.

Prueba 1
Dias [Lactosa] mg/l Inicio [Lactosa] mg/l Semanal
1 105 105
7 107 114
14 92 105

Tabla 38. Ciclo de vida Prueba 1.

Prueba 2

Dias [Lactosa] mg/l Inicio [Lactosa] mg/l Semanal
1 41 41
7 34 49
14 27 38

Tabla 39. Ciclo de vida Prueba 2
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Ciclo de vida mantequilla

120
100
80
60
40
20

[lactosa]lmg/I
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Prueba 2 Inicio Prueba 2 Semanal

Prueba 1 Inicio Prueba 1 Semanal

Figura 11. Ciclo de vida mantequilla.

A la vista de los resultados (figura 11), se observa que no hay apenas cambio en la
concentracion de lactosa a lo largo de las semanas estudiadas, aunque si se aprecia
una pequefia disminucion de la cantidad de lactosa en la mantequilla inicial. Esto puede
deberse al deterioro de la fase acuosa, que fue conservada desde el dia 1 para su
medida continua.

+ Elresultado de la Prueba 1 enviada para validacién a empresa externa (LABER)
se encuentra en el anexo 13

« .La Prueba 1 fue medida adicionalmente por el equipo LactoSens obteniéndose
un valor menor de 0,1 g/I.
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5. CONCLUSIONES
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Se ha puesto a punto un método para la determinacion de lactosa en yogur natural
azucarado bajo en lactosa obteniéndose las siguientes conclusiones generales:

1. Lautilizacion de carbdn activo en la preparacion de las muestras no tiene efectos
notables en los resultados, su utilizacion se ve reducida a aquellas muestras que
hayan sido envasadas a presion ya que el carbon elimina el 0, que pueda estar
presenta en la muestra, el cual, al aplicarle un potencial se oxida y genera una
sefial eléctrica. En el yogur, su sistema de envasado no da lugar aeste tipo de
problemas.

2. Es necesario aplicar la misma dilucion que se realice a la muestra al patron de
medida LAC 1. La calibracion esta ajustada en el protocolo para la leche a la
medida de leche sin lactosa, es decir, una matriz con 23 g/l de glucosa. Esto se
ajusta en el primer punto de la calibracién, con el patron LAC1, que corresponde
con una solucién de 23 g/l de glucosa en el buffer (solucion de medida). Si se
desea hacer analisis de otras matrices habra que tener en cuenta la cantidad
de glucosa que poseen y ajustar el patrén LAC 1 a dicha concentracion. Si no
poseen glucosa, en el primer punto de la calibracién habra que afadir 2 ml de
Solucion de Medida.

3. Es imprescindible cumplir el tiempo de hidratacion de los reactivos de 24
horas, ya que necesitan ese tiempo para mutarotar. Una de las
consecuencias de no dejarlos ese tiempo es que se pueden hallar medidas
incorrectas (incluso de 0 ppm).También es importante que el Biotest lleve
48 horas hidratado para su correcto funcionamiento.

4. Con el estudio del ciclo de vida de yogur se puede afirmar que a medida que
aumenta el tiempo de vida de cada yogur, la cantidad de glucosa aumenta.
Para conocer la cantidad real de lactosa en cada momento seria necesario
medir la glucosa en el momento del analisis.

5. Gracias a los resultados proporcionados por LABER, HPLC y LactoSens, el

método ha demostrado su fiabilidad para ser utilizado para andlisis rutinario en
yogures bajos en lactosa.
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Por otro lado, se ha puesto a punto un método para la determinacion de lactosa en
mantequillas bajas en lactosa llegando a las siguientes conclusiones:

1. Es necesario realizar un pretratamiento de la muestra para separar la lactosa,
presente de la materia grasa de la mantequilla.

2. Lafase de centrifugado del pretratamiento de la muestra no es necesaria para
obtener resultados fiables.

3. Con el estudio del ciclo de vida de las mantequillas no se encuentran cambios
significativos en la cantidad de lactosa presente en las muestras, salvo en
aquellas conservadas desde su centrifugado que muestran un pequefio
descenso en lactosa.

4. Gracias a los resultados proporcionados por LABER y LactoSens, el método ha

demostrado ser fiable para utilizarse en analisis de rutina de mantequillas bajas
en lactosa.
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7. ANEXOS
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ANEXO 1
MATERIA GRASA EN LECHE (METODO GERBER)

Material necesario

Acido sulfarico Gerber: densidad 1,820+/-0,003, 90,91% (m/m).
Alcohol isoamilico para Gerber: densidad 0,81.

Butirbmetros de leche: deben ser originales contrastados Gerber.
Pipeta de 11 ml contrastada +/-0,03.

Centrifuga calentadora (65°C).

Dosificadores.

Instrucciones

>

>

Homogeneizar la muestra invirtiendo repetidamente el recipiente que la contiene
evitando al mismo tiempo la formacién de espuma.

Verter con un dosificador 10 ml de acido sulfurico en el butirdmetro (por las
paredes, no afadirlo directamente sobre la muestra) asegurandose que llene la
ampolla y el tubo graduado.

Invertir la muestra 3-4 veces y pipetear 11 ml de leche

Verter la leche en un butirometro manteniendo la pipeta inclinada formando un
angulo de 45°y tocando la pared interna del butirometro de modo que la leche
se deslice por ella.

Afnadir 1 ml de alcohol isoamiilico.

Tapar el butirdmetro y agitar, primero sin invertirlo y luego invirtiéndolo varias
veces hasta que quede perfectamente mezclado. Hacer esta operacion
protegiéndose con un pafio para evitar posibles accidentes.

Centrifugar a 1200 rpm durante 6 minutos.

Ajustar con el tapén la columna de grasa a una de las marcas principales del
butirometro mas cercana y leer. El resultado se obtiene en m/v.

MATERIA GRASA EN YOGUR

El procedimiento es el mismo. Se debe calentar ligeramente el yogur para poder
pipetear 11 ml de manera precisa.

MATERIA GRASA EN MANTEQUILLA

En el caso de la mantequilla se pesan 5 g de muestra en el butirometro y se
utiliza &cido sulfarico al 50%.
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ANEXO 2
DETERMINACION DE LAS CENIZAS

Material necesario

e Balanza analitica.

e Crisoles.

e Estufa (100+/-5°C).
e Mufla (500+/-50°C).

Instrucciones

Tarar la capsula.

Pesar 3 g de muestra, anotar peso exacto.

Introducir la capsula con la muestra en la estufa durante 2 horas.
Pasar la capsula a la mufla durante 4 horas.

Dejar enfriar hasta temperatura ambiente y pesar.

Realizar el calculo.

Y VVVYVYY

( peso final-tara/peso muestra) x 100 = % de cenizas
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ANEXO 3
DETERMINACION EXTRACTO SECO TOTAL

Material necesario

Estufa 102+/-2°C.

Capsulas de acero inoxidable de 2 cm de alteura y 6 cm de diametro,provistas
de tapa.

Balanza de precision hasta diezmilésimas.

Desecador.

Instrucciones

Y VVVY

Y

Tomar la capsula del desecador que esta a temperatura ambiente.

Pesar y tarar la capsula y la tapa, previamente identificadas.

Anotar el peso.

Pesar aproximadamente 3 gramos de muestra y anotar el peso de muestra.
Pasar capsula y tapa a la estufa a 100°C (capsula destapada) donde
permanecera durante 4 horas.

Sacar la capsula de la estufa, dejar en la meseta para que alcance temperatura
ambiente y pesar.

EST = ((peso final — tara)/ peso muestra) x 100

El ESM en peso se obtiene restando al valor del EST el valor de la materia grasa en

peso.
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ANEXO 4
DETERMINACION DE PROTEINAS

Material necesario

Bloque de digestion.

Tubos de digestion Kjeldhal de 250 ml.

Unidad de destilacion Kjeltec 2300.

Balanza analitica con una precision de 0,1 mg.

Reactivos

Acido sulfurico concentrado (98%).

Catalizador y sal: pastillas Kjeltab con 1,5 g de sulfato potasicoy 7,5 mg de Se.
Acido clorhidrico 0,1 N.

Hidréxido de sodio 40%.

Acido bérico.

Agua destilada

Instrucciones

YV VYV

Y

>
>

Pesar 1 g de muestra en un tubo previamente tarado.

Afadir a cada tubo 12 ml de acido sulfarico 98%.

Afadir una pastilla de catalizador “Kjeltabs auto” a cada tubo.

Introducir los tubos en el aparato digestor, taparlos, abrir el grifo de aspiracion,
encender el ventilador de la campana y digerir durante 2 horas.

Transcurridas las 2 horas apagar la maquinaria, sacar los tubos y dejar enfriar
durante 15 minutos con el grifo abierto.

Afadir a cada tubo 75 ml de agua destilada.

Introducir cada tubo en el “Kjeltec auto” y seguir las instrucciones del aparato.

1.1 Seleccion de volumen de muestra y preparacion de la muestra

El volumen de muestra necesario sera funcion de su contenido en proteina, en nuestro
caso, al tratarse de leche y tener un contenido proteico menor del 10%, pesaremos entre
1,5y 5 g de muestra.

1.2 Digestién

» Encender el blogue de digestion y dejar que alcance 420 °C.

» Pesar la cantidad de muestra que se ha indicado anteriormente en el tubo de
digestion.

» Afadir una pastilla Kjeltab.

» Anadir 12 ml de &cido sulfurico concentrado.

» Una vez estén todas las muestras pesadas y preparadas introducirlas en el
bloque de digestion. Para iniciar la digestién apretar el botdén start. La
digestion estara finalizada al cabo de 1 hora. Después de la cual se debe
apagar el bloque de digestion.

» Sacar los tubos del bloque de digestién y dejarlos enfriar a temperatura
ambiente con el colector de gases colocado.
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1.3 Destilacion

Para llevar a cabo la destilacion es necesario realizar una serie de comprobaciones cada
vez que se encienda el destilador:

>

Comprobacion de los niveles de todos los reactivos que se encuentran en los
bidones.

Cambiar el tubo de destilacion que se encuentre colocado por otro vacio.
Seleccionar el icono “mano”. En esta pantalla encontraremos el resto de
comprobaciones que debemos realizar.

Debemos asegurarnos de la ausencia de burbujas en la bureta de HCI, para ello
seleccionaremos “vaciar bureta” y “llenar bureta”. Este proceso se ralizara, al
menos, dos o tres veces hasta que se compruebe que no hay burbujas.
Seleccionar “adicién de agua”.

Seleccionar “vapor en marcha”. El vapor en marcha se debe dejar unos 10
minutos.

Seleccionar el icono situado sobre el icono “mano”. En esta pantalla podremos
decidir el método utilizado: Kjeldhal 1, Kjeldhal 2,...

El Kjeldhal 1 se utiliza para la determinacién del blanco y de las muestras. Para llevar
a cabo las medidas del blanco debemos de tener una pantalla del siguiente tipo:

Programa: Kjeldhal
1

Blanco: O ml
Unidad: blanco
Peso: 0

Los pardmetros a seleccionar aparecen en cursiva.

El blanco debe dar resultado <0,20 y debemos realizar al menos 3 medidas. Al iniciar la
determinacion de la proteina en las muestras este valor pasa automaticamente a
considerarse como el blanco de operacién.

Para llevar a cabo la determinacion de las muestras debemos seleccionar las siguientes
opciones:

Programa: Kjeldhal 1
Blanco: x ml

Unidad: % proteina
Factor: 6,38

Peso: peso de la
muestra

Este procedimiento se repite con cada una de las muestras. El inicio de la destilaciéon
se produce automaticamente al bajar la pantalla protectora de los tubos de
destilacion.
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Una vez acabadas todas las destilaciones se debe realizar un programa de limpieza
empleando para ello el sistema de vapor y agua. Cuando se apague el equipo, el
vaso de valoracion y el tubo de destilacion deben quedar con agua destilada.
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ANEXO 5

CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS Y ESTUDIO DE LA
REPRODUCIBILIDAD

** Resultados de la reproducibilidad del método en leche sin lactosa semidesnatada.

» Calibracion

R 0,9999

M 8750,9

B 38,71

Tabla 40. Calibracion para estudio de la reproducibilidad en leche sin lactosa semidesnatada.
» Medidas

Muestras de leche sin lactosa | Concentracidn lactosa (mg/l)
1 127
2 140
3 133
4 126
5 131
6 124
7 137

Tabla 41. Medidas para estudio de la reproducibilidad en leche sin lactosa semidesnatada.

' DE=5,93

X=131+2

+*» Resultados protocolo utilizado para leches sin lactosa en yogur natural sin lactosa.

» Calibracién

R 0,9996
M 9958,27
B 41,90

Tabla 42. Calibracion para protocolo de leche sin lactosa en yogur natural sin lactosa.
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> Medidas

Muestras de yogur sin lactosa

Concentracién (mg/l)
Con Carbén activo Sin Carbén activo
1 34 31
2 30 33
3 29 21
Tabla 43. Medidas para protocolo de leche sin lactosa en yogur natural sin lactosa

DE=2,65 DE=6,43

X=28+4

R/
0‘0

Resultados del protocolo de yogur en yogur natural azucarado sin lactosa.

» Calibracién

R 0,9998
M 13965,07
B 79,99
Tabla 44. Calibracion para protocolo de leche sin lactosa en yogur natural sin lactosa.
» Medidas

Muestras de yogur sin lactosa

Concentracién (mg/l)
Con Carbdn activo Sin Carboén activo
1 0 0
2 0 0
3 0 0
Tabla 45. Medidas para protocolo de leche sin lactosa en yogur natural sin lactosa.
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ANEXO 6
ESTUDIO DEL EFECTO DE LA UTILIZACION DE CARBON ACTIVO

%+ Resultados del protocolo de yogur en yogur natural azucarado sin lactosa, dilucion 1:2
(12/01; 06:11:42 341F)

» Calibracion

R 0,9997
M 7011,65
B 41,59
Tabla 46. Calibracion para protocolo de yogur en yogur natural azucarado sin lactosa, dilucion 1:2.
» Medidas
Muestras de yogur sin lactosa Concentracion (mg/l)
Con Carbén activo Sin Carbon activo
1 57 2> 114 53 2> 106
2 53 -2 106 39 > 78
3 38 > 76 45 - 90

Tabla 47. Medidas para protocolo de yogur en yogur natural azucarado sin lactosa, dilucion 1:2.

DE=20,03 DE=14,05

++» Resultados del protocolo de yogur en yogur natural azucarado sin lactosa, dilucion 1:2 'y
sin carbdn activo. (12/01; 06:11:42 341F)

> Calibracién

R 0,9997
m 8975,55
b 60,52

Tabla 48. Calibracion para protocolo de yogur en yogur natural azucarado sin lactosa, dilucion 1:2 sin carbon activo.
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» Medidas
Muestras de yogur sin lactosa | Concentracién lactosa (mg/Il)
1 35> 70
2 38 276
3 30> 60
4 25> 50
5 37> 74
6 29 > 58
7 25> 50

Tabla 49. Medidas para protocolo de yogur en yogur natural azucarado sin lactosa, dilucion 1:2 sin carbon activo.

‘ DE=10,876
X=63+4
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ANEXO 7
ESTUDIO DE LA DILUCION DEL PATRON DE MEDIDA LAC 1

D3

'  Resultados del protocolo de yogur en yogur natural azucarado sin lactosa, dilucion 1:2
(muestra'y LAC1) (12/01; 06:11:42 341F)

» Calibracion

R 0,9993
M 11202,00
B 21,46

Tabla 50. Calibracion para protocolo de yogur en yogur natural azucarado sin lactosa, dilucion 1:2 en muestra y LAC
1.

» Medidas
Muestras de yogur sin lactosa Concentracion (mg/l)
Con Carbdn activo Sin Carbon activo
1 60> 120 50 - 100
2 61> 122 36 > 72
3 61 > 122 36 > 72

Tabla 51. Medidas para protocolo de yogur en yogur natural azucarado sin lactosa, dilucion 1:2 en muestra y LAC 1.

DE=1,154 DE=16,165

X=121+1 X=81+9

++» Resultados del protocolo de yogur en yogur natural azucarado sin lactosa, dilucién 1:2
(muestra y LAC1) Sin carbdn activo. (09/02; 10:36:17 009B)

> Calibracién

R 0,9997
m 15186,97
b 20,62

Tabla 52. Calibracion para protocolo de yogur en yogur natural azucarado sin lactosa, dilucion 1:2 de muestra 'y LAC
1. Sin carbon activo.
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» Medidas
Muestras de yogur sin lactosa | Concentracién lactosa (mg/Il)
1 40 > 80
2 41 > 82
3 33 266
4 39>78
5 26 > 52
6 37> 74

Tabla 53. Medidas para protocolo de yogur en yogur natural azucarado sin lactosa, dilucion 1:2 de muestra y LAC 1.
Sin carbon activo.

‘ DE=11,314
X=7245

R/

% Resultados del protocolo de yogur en yogur natural azucarado sin lactosa, dilucién 1:2
(muestra y LAC1) Con carbon activo. (02/02; 13:52:30 362A)

» Calibracién

R 0,9998
M 13476,85
B 71,85

Tabla 54. Calibracion para protocolo de yogur en yogur natural azucarado sin lactosa, dilucion 1:2 de muestra y LAC
1. Con carbdn activo.

» Medidas
Muestras de yogur sin lactosa | Concentracion lactosa (mg/l)
1 22> 44
2 22> 44
3 36 > 72
4 28 2 56
5 20> 40
6 23> 46

Tabla 55. Medidas para protocolo de yogur en yogur natural azucarado sin lactosa, dilucion 1:2 de muestra y LAC 1.
Con carbon activo.

‘ DE=11,894
X=50+5

90



“Puesta a punto de metodologias analiticas de lactosa en bases lacteas”

ANEXO 8
ESTUDIO DEL AJUSTE DE GLUCOSA EN EL PATRON DE MEDIDA LAC

%+ Resultados del protocolo de yogur en muestra 1, dilucién 1:2 (muestra y LAC1) Con
ajuste de glucosa en LAC 1.

» Calibracion

R 0,9990
M 9749,82
B 17,59

Tabla 56. Calibracion para protocolo de yogur en muestra 1, dilucion 1:2 de muestra y LAC 1, con ajuste de glucosa
en LAC 1.

» Medidas
Muestra 1 Concentracidn lactosa (mg/I)
1 21 > 42
2 28 2 56
3 21> 42
4 15> 30
5 24 > 48

Tabla 57. Medidas para protocolo de yogur en muestra 1, dilucion 1:2 de muestra y LAC 1, con ajuste de glucosa en
LAC 1.

‘ PE=9,529
X=44+4

+» Resultados del protocolo de yogur en muestra 2, dilucién 1:2 (muestra y LAC1) Con
ajuste de glucosa en LAC 1.

> Calibracién

R 0,9998
M 9799,13
B 31,15

Tabla 58. Calibracion para protocolo de yogur en muestra 2, dilucion 1:2 de muestra y LAC 1, con ajuste de glucosa
en LAC 1.
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» Medidas
Muestra 2 Concentracién lactosa (mg/l)
1 24 > 48
2 21> 42
3 24 > 48
4 18> 36
5 10> 20

Tabla 59. Medidas para protocolo de yogur en muestra 2, dilucion 1:2 de muestra y LAC 1, con ajuste de glucosa en
LAC 1.

‘ DE=11,627
X=39+5

++ Estudio del protocolo de yogur en muestra 1, dilucidn 1:2 (muestra y LAC1) Sin ajuste
de glucosa.

» Calibracién

R 0,9996

M 11173,55

B 51,88

Tabla 60. Calibracion para protocolo de yogur en muestra 1, dilucion 1:2 de muestra y LAC 1, sin ajuste de glucosa.
» Medidas
Muestra 1 Concentracidn lactosa (mg/I)

1 34 - 68
2 22> 44
3 20> 40
4 30> 60
5 35> 70

Tabla 61. Medidas para protocolo de yogur en muestra 1, dilucion 1:2 de muestra y LAC 1, sin ajuste de glucosa.

‘ PE=3,74
X=56+6
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«» Resultados del protocolo de yogur en muestra 2, dilucién 1:2 (muestra y LAC1) Sin
ajuste de glucosa.

> Calibracion

R 0,9996
M 11173,55
B 51,88

Tabla 62. Calibracion para protocolo de yogur en muestra 2, con dilucién 1:2 de muestra y LAC 1, sin ajuste de
glucosa.

> Medidas
Muestra 2 Concentracidn lactosa (mg/I)
1 19 > 38
2 31>62
3 8-> 16
4 12> 24
5 22> 44

Tabla 63. Medidas para protocolo de yogur en muestra 2, con dilucion 1:2 de muestra y LAC 1, sin ajuste de glucosa.

‘ PE=17,92
X=37+8
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ANEXO 9
ESTUDIO DEL CICLO DE VIDA YOGUR

** Resultados del protocolo de yogur en muestra 1, dilucidn 1:2 (muestra y LAC1) Con
ajuste de glucosa y 48 horas de hidratacién del Biotest.

» Calibracion

R 0,9993
M 12564,84
B 41,90

Tabla 64. Calibracion para protocolo de yogur en muestra 1, con dilucion 1:2 de muestra y LAC 1, con ajuste de
glucosa y 48 horas de hidratacion del Biotest.

» Medidas
Muestra 1 Concentracidn lactosa (mg/I)
1 36 > 72
2 35> 70
3 29 > 58
4 38> 76
5 332> 66

Tabla 65. Medidas para protocolo de yogur en muestra 1, con dilucion 1:2 de muestra y LAC 1, con ajuste de glucosa
y 48 horas de hidratacion del Biotest.

[y e
X=68+3

+* Resultados del protocolo de yogur en muestras 2 y 3, dilucién 1:2 (muestra y LAC1) Con
ajuste de glucosa y 24 horas de hidratacién del Biotest.

> Calibracién

R 0,9993
M 13140,93
B 61,75

Tabla 66. Calibracion para protocolo de yogur en muestras 2 'y 3, con dilucion 1:2 de las muestras y LAC 1, con ajuste
de glucosa y 24 horas de hidratacion del Biotest.
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» Medidas
Muestras Concentracién (mg/l)
Muestra 2 Muestra 3
1 20> 40 9->18
2 15> 30 7> 14
3 24 > 48 132> 26
4 19 > 38 14> 28
5 18> 36 14> 28

Tabla 67. Medidas para protocolo de yogur en muestras 2 y 3, con dilucién 1:2 de las muestras y LAC 1, con ajuste de
glucosa y 24 horas de hidratacion del Biotest.

DE=6,54 DE=6,42

+* Resultados del protocolo de yogur en muestra 3, dilucion 1:2 (muestra y LAC1) Con
ajuste de glucosa y 48 horas de hidratacién del Biotest.

» Calibracién

R 0,9999
m 15845,61
b 27,45

Tabla 68. Calibracion para protocolo de yogur en muestra 3, con dilucion 1:2 de muestra y LAC 1, con ajuste de
glucosa y 48 horas de hidratacion del Biotest.

» Medidas
Muestra 3 Concentracidn lactosa (mg/I)
1 23 2> 46
2 29 > 58
3 28 2 56
4 26 > 52
5 23 > 46

Tabla 69.Medidas para protocolo de yogur en muestra 3, con dilucion 1:2 de muestra y LAC 1, con ajuste de glucosa
y 48 horas de hidratacion del Biotest.

) "
X=52+2
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%+ Resultados del protocolo de yogur en muestra 2, dilucién 1:2 (muestra y LAC1) Con
ajuste de glucosa y 24 horas de hidratacién del Biotest.

> Calibracion

R 0,9999
m 17353,45
b 41,69

Tabla 70. Calibracion para protocolo de yogur en muestra 2, dilucion 1:2 de muestra y LAC 1, con ajuste de glucosa y
24 horas de hidratacion del Biotest.

> Medidas
Muestra 2 Concentracidn lactosa (mg/I)
1 45 - 90
2 47 > 94
3 40> 80
4 38> 76
5 43 > 86

Tabla 71. Medidas para protocolo de yogur en muestra 2, dilucion 1:2 de muestra y LAC 1, con ajuste de glucosa y 24
horas de hidratacion del Biotest

‘ DE=7.29
X=85+3

+* Resultados del protocolo de yogur en muestras 1, 2 y 3, dilucién 1:2 (muestra y LAC1)
Con ajuste de glucosa y 48 horas de hidratacién del Biotest.

> Calibracién

R 0,9997
m 16371,52
b 49,79

Tabla 72. Calibracion para protocolo de yogur en muestras 1, 2'y 3, con dilucion 1:2 de muestras y de LAC 1, con
ajuste de glucosa y 48 horas de hidratacion del Biotest.
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» Medidas
Muestras Concentracién (mg/l)
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
1 48 > 96 39> 78 32> 64
2 53 -2 106 47 2> 94 29 > 58
3 46 > 92 41> 82 28 > 56
4 52 > 104 43 > 86 32>64
5 55> 110 43 - 86 332> 66

Tabla 73. Medidas para protocolo de yogur en muestras 1, 2 y 3, con dilucion 1:2 de muestras y de LAC, con ajuste
de glucosa y 48 horas de hidratacion del Biotest.

DE=7,40 DE=5,93 DE=4,33

*»* Resultado del protocolo de yogur en muestras 1y 2, dilucién 1:2 (muestra y LAC1) Con
ajuste de glucosa y 48 horas de hidratacién del Biotest.

» Calibracién

R 0,9996
m 16335,27
b 35,15

Tabla 74. Calibracion para protocolo de yogur en muestras 1y 2, con dilucion 1:2 de las muestras y de LAC 1, con
ajuste de glucosa y 48 horas de hidratacion del Biotest.

» Medidas
Muestras Concentracién (mg/l)
Muestra 1 Muestra 2
1 54 - 108 45 - 90
2 59 > 118 41> 82
3 57 > 114 44 > 88
4 52 > 104 49 > 98
5 45> 90 45 2 90

Tabla 75. Medidas para protocolo de yogur en muestras 1y 2, con dilucion 1:2 de las muestras y de LAC 1, con ajuste
de glucosa y 48 horas de hidratacion del Biotest.

DE=10,82 DE=5,72

X=107+5 X=90+3
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%+ Resultados del protocolo de yogur en muestra 2, dilucién 1:2 (muestra y LAC1) Con
ajuste de glucosa y 24 horas de hidratacién del Biotest.

> Calibracion

R 0,9999
m 16481,63
b 60,65

Tabla 76. Calibracion para protocolo de yogur en muestra 2, con dilucién 1:2 de muestra y de LAC 1, con ajuste de
glucosa y 24 horas de hidratacion del Biotest.

> Medidas
Muestra 2 Concentracidn lactosa (mg/I)
1 44 - 88
2 42 > 84
3 41 > 82
4 44 > 88
5 42 > 84

Tabla 77. Medidas para protocolo de yogur en muestra 2, con dilucion 1:2 de muestra y de LAC 1, con ajuste de
glucosa y 24 horas de hidratacion del Biotest.

‘ PE=268
X=85+1

+* Resultados del protocolo de yogur en muestra 3, dilucion 1:2 (muestra y LAC1) Con
ajuste de glucosa y 48 horas de hidratacién del Biotest.

> Calibracién

R 0,9999
m 13270,75
b 42,82

Tabla 78. Calibracion para protocolo de yogur en muestra 3, con dilucion 1:2 en muestra y LAC 1, con ajuste de
glucosa y 48 horas de hidratacion del Biotest.
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» Medidas
Muestra 3 Concentracién lactosa (mg/l)
1 43 - 86
2 41 > 82
3 33266
4 46 > 92
5 43 > 86

Tabla 79. Medidas para protocolo de yogur en muestra 3, con dilucion 1:2 en muestra y LAC 1, con ajuste de glucosa
y 48 horas de hidratacion del Biotest.

) "
X=82+4

** Resultados del protocolo de yogur en muestras 2 y 3, dilucion 1:2 (muestra y LAC1)
Con ajuste de glucosa y 48 horas de hidratacién del Biotest.

» Calibracién

R 0,9996
m 12691,56
b 40,33

Tabla 80. Calibracion para protocolo de yogur en muestras 2y 3, con dilucion 1:2 de las muestras y de LAC 1, con
ajuste de glucosa y 48 horas de hidratacion del Biotest.

» Medidas
Muestras Concentracién (mg/l)
Muestra 2 Muestra 3
1 47 > 94 33266
2 51> 102 38> 76
3 46 2 92 36 > 72
4 51> 102 39> 78
5 53 > 106 34> 68

Tabla 81. Medidas para protocolo de yogur en muestras 2 'y 3, con dilucion 1:2 de las muestras y de LAC 1, con ajuste
de glucosa y 48 horas de hidratacion del Biotest.

DE=5,93 DE=5,09

X=99+3 X=72+2
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ANEXO 10
RESULTADOS LABER YOGUR

& |laber

laboratario
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Figura 12. Resultados LABER para yogur (muestra 3).
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ANEXO 11
CALCULOS REPRODUCIBILIDAD DEL METODO

%+ Paralaréplica 1:

122 mg lactosa 1 L disolucién 3mlL disoluciéon 1mL fase liquida 88 g fase liquida

X
L disolucion 1000 mL disolucion 1 mlL fase liquida 1 g fase liquida 988 g totales

911 g mantequilla
g AR eT T - 30 mg lactosa/L

1 L mantequilla

«»* Paralaréplica 2:

0,190 [ fase liquida
1,085 L totales

3x117 mg lactosa/l x =63 mg lactosa/L

ANEXO 12

TRATAMIENTO DE DATOS DE LAS PRUEBAS 2,3 Y EL BLANCO DE
MANTEQUILLA

Si se tiene en cuenta que el peso total de la mantequilla de la prueba 2 es 982,8 g y considerando
el porcentaje de fase liquida presente en el volumen total de la mantequilla, se llega al siguiente
resultado:

«+» Parala prueba 2 sin centrifugar:

45 mg lactosa 1L disolucion 3 mL disolucién 1mL fase liquida 139,5 g fase liquida

L disolucién 1000 mL disolucién 1 mL fase liquida 1 g fase liquida 982,8 g totales

911 g mantequilla
g MAmEa e - 17 mg lactosa/L

1 L mantequilla

+» Parala prueba 2 centrifugada:

51 mg lactosa 1L disolucion 3 mL disolucién 1mL fase liquida 139,5 g fase liquida

L disolucion 1000 mL disolucién 1 mL fase liquida 1 g fase liquida 982,8 g totales

911 g mantequilla
g MAmEaE - 20 mg lactosa/L

1 L mantequilla

+* Blanco= 15% de 972,5 g totales

184 mg lactosa 1L disolucion 50 mL disolucién 1mL fase liquida 145,8 g fase liquida

L disolucion 1000 mL disolucion 0,193 mL fase liquida 1 g fase liquida 972,5 g totales

911 g mantequilla
- gmantequlie _ 6510 mg lactosa/L
1 L mantequilla

«* Prueba 3=13% de 980,6 g totales

160 mg lactosa 1L disolucion 50 mL disoluciéon 1mL fase liquida 127,5 g fase liquida

L disolucién 1000 mL disolucién 0,222 mL fase liquida 1g fase liquida 980,6 g totales

911 g mantequilla
- gmantequine _ 4268 mg lactosa/L
1 L mantequilla
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ANEXO 13
RESULTADOS LABER MANTEQUILLA
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Figura 13. Resultados LABER para mantequilla (Prueba 1).
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