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TMS: Trimetil silil.

UE: Unión Europea.

UHT: Tratamientostérmicosa uitraaltatemperatura.

UV: Ultravioleta.
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1. INTRODUCCION

La lecheesun mediomuy adecuadoparael crecimientode unagranvariedad

demicrooorganismos,algunosprovenientesdel mamíferoproductory otros debidos

a la contaminacióndurantela manipulaciónde la lechecruda.Por ello, estealimento

no es apto para el consumosin un tratamientoprevio de higienización.

A lo largo de los años,sehandesarrolladodiferentesprocesostecnológicos

con el objetode obtenerun producto adecuadopara el consumodesdeel punto de

vista microbiológicoy con el mínimo deteriorode sus característicasnutricionales

y organolépticas.

1.1. TRATAMIENTOS TERMICOS CONVENCIONALES

Desdelos primerosprocedimientosde pasterizaciónde leche medianteel

calentamientoa 62-650Cdurante30 minutos, la industrialácteaha introducidouna

seriedeprocesosbasadosen la aplicaciónde calor a la lechecruda,tal y como se

resumeen la tabla 1.

De estemodoseconsigueno sólo higienizarla lechecrudasino quetambién

se prolonga el período de vida útil desdevarios días a 6 mesesdependiendodel

procesoaplicado. En términos generales,una mayor intensidaddel tratamiento

térmico permite un período de vida útil más largo pero a la vez ocasionaun

deteriorosuperiorde los constituyentesde la leche con detrimentode la calidad

nutricionaly organolópticadela misma,Porello, apesardel considerabledesarrollo

de los procesosdisponibles,la industria continúa estudiandonuevos diseños de

equiposparaunamejor eficaciaen la transmisiónde calor en los intercambiadores

(Pasterización,UHT indirecto)o en la inflxsión del vaporde agua(UHT directo),así

como en el desarrollodeprocesosalternativosa los tradicionales.

1
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1.2. TRATAMIENTOS DE CONSERVACION ALTERNATIVOS

El interés, tanto del consumidorcomo de la industria, de disponer de

alimentos procesadoscon característicascada vez más similares a las de los

productosfrescos,hamotivadodurantelasúltimasdécadasnumerososestudiossobre

procesosquemejorenlas propiedadesde los productos obtenidospor tratamientos

convencionales.La mayorpartede ellos seconocendesdehacebastantesafios, sin

embargo, actualmenteexiste un renovado interés en el desarrollode productos

minimarnentetratados.

- 1.2.1. Calentamientoóhmico

Este método consistesometer al alimento a la acción de una corriente

eléctricaalternantecon unafrecuenciaaproximadade50 Hz, originandoun aumento

detemperatura.El calentamientoóhmico ha sido desarrolladoparael tratamientode

productosen continuo(Qihuay col., 1994), siendoespecialmenteútil en el casode

alimentosparticulados(Alwis y Fryer, 1992; Parrot, 1992; Sastry, 1992; Fryer y

Zhang, 1993)debidoaquepresentaunaconsiderablecapacidadde penetración,por

lo que se evitansobrecalentamientosen las superficies(Skudder,1988; Anónimo,

1992). El efecto del calentamientodependepor una parte de la conductividad

eléctricadel productoy por otra del tiempo de residenciaen el sistemacalefactor

(Skudder,1989). Valoresbajosdeconductividadeléctricaen las partículaspueden

provocarcalentamientosexcesivosen las zonasdondeéstasseencuentren(Sastry,

1992).

Este tipo de calentamientoademásde ser adecuadopara el tratamientode

alimentospaniculados,tambiénpresentaunaseriedeventajastalescomoserde fácil

limpieza, manejoy mantenimientode los equipos(Skudder,1988).

En el casode productoslácteossehautilizado paraprocesarsalsasde queso

3



y derivadoslácteosdulces,sin embargono se disponede datos a escalaindustrial

ya quela mayor partede los ensayosse han realizadoen plantapiloto (Skudder,

1989).

1.2.2. Tmtamiento mediantepulsoseléctricosde alto voltaje

Este procesose lleva a cabo mediantela aplicacióna temperaturaambiente

de pulsoseléctricosintensossobreun alimento durantetiempos cortos (del orden

de ~tsegundos).El procesopuedetener lugar en cámarasestáticaso bien en flujo

continuo. La efectividaddel tratamientoen cuanto a inactivación microbiana se

refiere, dependedel campoeléctrico, del tiempo de tratamientoy de la naturaleza

de los microorganismos.Una de las principalesventajasde esteprocesoesque no

altera la calidad físico-químicadel alimento(Martin y col,, 1994). En cuantoa los

inconvenientes,cabedestacarla incapacidadde inactivar las formasesporuladasde

los microorganismosmediantela aplicación de pulsos eléctricosde alto voltaje

(Knorr y col., 1994).

La aplicación de camposeléctricosen alimentosse conocedesdeprincipios

de siglo, ya que, Fetterman(1928),usó la conductividadeléctricapara inactivar el

bacilo tuberculosoy Escherichia col! en leche. Getchell (1935) pasterizó este

alimento medianteel pasode unacorriente alternaa 220 y. Moses(1938) esthnó

que, entre1928 y 1938, al menos200 millones de litros de leche seconsumieron

pasterizadoseléctricamentesin efectosperjudiciales para los consumidores.Sin

embargo,estesistemade pasterizacióndejó de utilizarsesin motivo aparente(Hall

y Trout, 1968; Palaniappany col., 1990). Bach (1975) patentó un sistema de

pasterizaciónparaproductoslácteossemisólidos,alimentosricos engrasay bebidas,

poraplicaciónde altafrecuenciay camposelectromagnéticos(Anónimo, 1980). Este

tipo de tratamientotambiénse ha utilizado a nivel industrial paraalimentossólidos

talescomo carney pescados(Mertensy Knorr, 1992).

4



1.2.3. Irradiación infrarroja

Consisteensometeral alimentoa la acciónde radiacionesinfrarrojas.Dichas

radiacionesse encuentranen el espectroelectromagnéticoen la zona intermedia

entre las microondas y las radiaciones ultravioleta y se generan mediante

calentamientoeléctricoinducidodecompuestosmetálicosespeciales.Cuandoactúan

sobre el sustrato se produceun mayor calentamientoen la superficieque en el

interior del mismo (Kessler, 1988; Sakai y col., 1993).

Sehanllevadoa caboproyectosparaintentaraplicarestetipo de tratamiento

a productosgranuladosy viscosos,tal y como se describeen la patentede Kau y

Lars (1991).Algunosautoreshanconsideradoquelasradiacionesinfrarrojaspueden

aplicarsea leche, siendo un sustratoparticularmentesensiblea la acción de las

mismas(Gallmanny Eberhard,1992).

1.2.4. IrradiacIónultravioleta

Consisteen someteral alimento a la acciónde radiacionesultravioleta, las

cuales poseenuna longitud de onda comprendidaentre 100 y 280 nm y son

generadaspor lámparasde vapor de mercurio. No penetranprofundamenteen el

interior del producto irradiado, pero poseenun importantepodergermicidapor lo

queestetipo de tratamientoes fácilmenteaplicableen la desinfecciónde equipos

e instalaciones(Kessler, 1988).

En la décadade los 50 se llevarona caboensayosde esterilizaciónde leche

medianteradiacionesultravioleta(Burton, 1951).Los resultadosobtenidosno fueron

satisfactoriosya que el efecto germicida no fue el esperado,ademásde verse

alteradala calidadsensorialde la lechede forma notable(Stucki, 1951). En 1976,

iMunkacsi y Elhami estudiaronel efecto de la irradiación ultravioletaa diferentes

tiempos sobre algunosparámetrosquímicos y microbiológicos de la leche. Estos

5



autoresconcluyeronque alrededordel 93% de los microorganismostotalesy el

99,5% de los coliformes, se destruíanmediantedichas radiacionescuandoéstas

actuabandurante20 segundos.Tambiéncomprobaronqueel tiempo de coagulación

de la lechedisminuíay queseoriginábaun ligero sabora cocido.

En 1981, Filipov utilizó la radiación ultravioleta para destruir los

microorganismosde la leche y en todas las muestrasanalizadasel número de

bacteriasdisminuíaconformeaumentabael tiempo de exposicióna la radiación.

En estudios posterioresse realizaron tratamientosde leche que contenía

aflatoxinascon radiacionesultravioleta, comprobandoque estetratamientotiene un

efectodescontaminante(Yousefy Martli, 1986).

1.2.5. IrradIacióngamma

Los rayos gamma son otro tipo de radiaciones electromagnéticasy se

encuentranen la zonade altafrecuenciadel espectro.Se generanapartir de isótopos

radiactivostalescomocobalto60 y cesio 137.

Estetipo deradiaciónseha estadoutilizandoparael tratamientodealimentos

desde1949 (Burton, 1949).La destruccióndegérmenesquegarantizaunaadecuada

calidad sin riesgosparala salud,normalmenteprecisade altasdosis de irradiación

y como consecuenciade ello se puedenver alteradaslas caracterfsticassensoriales

del alimento.

El tipo de alimento influye decisivamenteen la dosis de radiación,asf por

ejemploel tratamientodequesoMozarellay Cheddarrequieremayordosisderayos

gammaque la que seprecisaen el casodeheladosde nata(Hashisakay col., 1990

ay b). En lechey productoslácteos,cuandola dosisderadiaciónno estácontrolada,

la formación de radicaleslibres duranteel tratamientoacelerala oxidación de la
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grasalácteaincidiendode formanegativaen laspropiedadesorganolépticas(Sadoun

y col., 1991).

En Egipto y Franciaseha utilizado la irradiacióngammaen la esterilización

de leche que se emplea para la elaboraciónde quesospropios de la zona,

comprobándoseun incrementoen la vida útil de los mismos (Abdel Baky y col.,

1986; Starck, 1989).

1.2.6. Tratamientopor extrusión

Es un tratamientotérmicoaaltatemperatura(l50-2200C)y altapresión(100-

200 bares),en un corto espaciode tiempo (10-200 segundos)duranteel cual, el

calentamientose combinacon procesosmecánicos(Kessler,1988). El tratamiento

tiene lugar en el interior de unacavidadprovistade orificios en lasparedesa través

de los cualessehacepasarvaporde aguaparaqueel alimento adquieraunanueva

textura. El movimientodel sustratodentro de la cavidadtiene lugar graciasal giro

de uno o varios tomillos sin fin que existenen el interior del extrusor.Finalmente

se produceuna despresurizacióndel sistema,así como la evaporacióndel agua

añadida.La presiónen el orificio de salida, el contenidoen aguay la composición

del producto influyen en la estructurafinal del mismo (Cheftel, 1990; Gallmanny

Eberhard,1992).

La extrusiónseaplica fundamentalmentea alimentossólidosy enpolvo. Este

tratamientoseempleaen las industriasde cerealesdestinadosa desayunos,galletas,

pasta,fórmulas infantiles, etc. (Gallmanny Eberhard,1992).

En suero de leche en polvo se ha aplicado estetratamientocon el fin de

destruir Staphylococcus¿ennophilus, comprobándoseque no se afectaban las

propiedadesfuncionalesde las seroproteinas(Quéguinery col., 1989).
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1.2.7. Tratamientoa alta presión

Consisteensometerel alimentoapresionescomprendidasentre1000y 10000
bares lo que puede afectar a diversos componentesy sistemasbiológicos. La

duracióndeestetratamientoesindependientedelvolumeno de la masadematerial,

sin ser necesarioaplicar energíasuplementariapara mantenerlas condicionesun

tiempo prolongado (Chefiel, 1991). La fricción de las moléculasincrementa la

temperatura2-2.50C por cada100 bares.

El tratamientopor alta presiónseutiliza para la estabilizaciónde mezclasde

alimentoslíquidos, así como para la extracciónde proteínascelulares a partir de

microorganismos,siendo las paredesde las bacterias Gram-negativaslas más

susceptiblesa este tipo de tratamiento{BUschelberger,1986).

Se hacomprobadoquelasesporasno sólamenteno sedestruyenconestetipo

de tratamiento,sino que ademásfavorecesu germinación,por lo quees necesario

combinarlocon un tratamientotérmicosimultáneoparaasegurarla total eliminación

de microorganismosen un alimento (Poppery Knorr, 1990).

SegúnCuyás y col, (1994) estetratamientoen la industria alimentariano

suponede momentounaalternativaglobal a los procesosconvencionalespor calor,

si bien, consideranque puede resultar adecuadopara carne, pescado,huevos,

chocolate, mermelada, paté, etc., produciendo alteraciones mínimas en las

característicassensorialesdel alimento,sin embargo,difícilmentepuedesustituir,a

tratamientosUI4T de alimentoslíquidos.

Al tratarlechecon altaspresionesseobservaunadisminuciónen sublancura

debidoprobablementea cambiosconformacionalesen las caseínas(Shibauchiy col.,

1992). Cheftel (1992)postuló queel efectode altaspresionessobrelasproteínasde

suerosetraduceen unadesnaturalizaciónde lasmismas.Se hacomprobadotambién

8



que el gel originado por coagulación ácida a partir de teche sometidaa altas

presionespresentauna mayor rigidez, aumentandola fuerza de rotura frentea los

geles control (Jolinston y col., 1993>. Desobry-Banofly col. (1994) realizaronun

estudiode los cambiosfisicoquímicosoriginadosenla lecheal someterlaapresiones

de hasta7000 bares.Comprobaronque a presionespor debajode 2300 bares la

estructuramicelar se solubiliza ligeramentey tanto las propiedadesópticascomo

reológicasde la lecheno seven afectadasde forma importante.Por el contrario, la

aptitud a la coagulaciónse modifica en gran medida a presionesen torno a 2000

bares. Por encima de 2300 bares se produceun importante reordenamientoy

compresiónde las caseínas,lo cual modifica las propiedadesfisicoquímicas y

funcionalesde la leche.

1.2.8. TratamIentomedianteultrasonidos

El efecto de las ondas ultrasónicassobre las bacteriasse ha puesto dc

manifiestoennumerosostrabajos(Kinsloe y col., 1954;Dalzelí y col., 1957;Davies,

1959; Boucher, 1979; Scherbay col,, 1991). Cuando ondas de 35-40 KHz de

frecuenciaactúansobre los microorganismosseproducela ruptura de sus paredes

celularesy comoconsecuenciala muertecelular.En 1966,Pisanoy col., propusieron

el tratamientode alimentoscon ultrasonidoscomo método de esterilización,sin

embargo,este tipo de tecnologíano se desarrollóampliamenteen la industria de

alimentos.

Desdehaceunosafios se estáutilizando la termoultrasonicación,es decirel

efectocombinadode las ondasultrasónicascon el calor. Así, Ordóñezy col, (1987)

compararon los efectos, conjuntamentey por separado, del calor y de los

ultrasonidossobrela supervivenciade Staphy!ococcusaureus en tampón fosfato y

leche UHT entera. Comprobaron una mayor reducción en el número de

microorganismoscuandose sometíanlas muestrasa la termoultrasonícaciónque

cuandoseaplicabanlos tratamientospor separado.Garcíay col. (1989)comprobaron
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con éxito la aplicaciónde la termoultrasonicaciónen procesosde esterilizaciónde

leche para reducir la intensidaddel tratamientotérmico. Posteriormente,Wrigley

y Llorca (1992)realizaronestetipo de tratamientossobre lechedesnatadainoculada

con Salmonellatyphimurium y pusieronde manifiestoque la termonítrasonicación

producela destrucciónde dichasbacterias.

También se puede combinar la termoultrasonicacióncon tratamientosa

presión, así, López y col. (1994) realizaron un estudio sobre inactivación de

peroxidasa,lipooxigenasay polifenoloxidasamediantemanotermoultrasonicacióny

comprobaronque estos tratamientoscombinadospodrían ayudar a solventarlos

problemasderivadosde la termoestabilidadde los enzimasde la leche,zumosy

otrasbebidas.

1.3. TRATAMIENTO TERMICO POR MICROONDAS

El tratamientotérmico de alimentosmediante microondases un proceso

alternativoa los procedimientostradicionales que seconocedesdefinalesde 1940

siendoen los últimos 20 añoscuandomayor augeha alcanzado.Esto es debido

fundamentalmente,a las ventajas que presenta frente a los tratamientos

convencionalesen cuanto a velocidad, limpieza, calentamientoselectivo del

alimento, reducciónde costes,mejora de la calidady ahorrode energía(Decareau,

1985; Ohlsson,1991).

Las microondas son parte del espectro electromagnéticoen el rango de

frecuencia,entrelas zonasdel infrarrojo y las ondasde radio y correspondena

longitudes de onda comprendidasentre 1 m y 1 mm (300 MHz-300 0Hz de

frecuencia,respectivamente)(Decareau,1985). Debido a la proximidad existente

entre las bandasde las microondasy de las ondasde radio, puedensolaparselas

primerasen la zona de las ondasdel radar. Con objeto de no interferir con estos

usos, los microondasdomésticose industrialesoperan a unas frecuenciasde 2450
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y 915 MHz, siendo la primera más utilizada en Europa y Estados Unidos y la

segundaen el Reino Unido (Mingos y Baghurst,1991; Schlegel, 1992).

Las microondasse generanen el magnetrón,dispositivo que transformala

energía eléctrica en un campo electromagnético, y cambian los centros de carga

positiva y negativa varios billones de veces por segundo. Cuando las microondas se

aplican a materialesdieléctricos,talescomo los alimentos,las moléculasdipolares

se orientan con el campoy al ser éstealternante,da lugar a una fricción entre las

moléculaspolaresque causaun aumentode la temperatura.Otro mecanismoque

contribuyeal calentamientoesel debido a la frecuenciade la colisiónentrelos iones

de las moléculas¡onizablesquetambiénsedesplazancon la orientacióndel campo

(Gallmanny Eberhard,1992;Giese,1992) (figura 1). Unavezquesegenerael calor

setransmitepor mecanismosde conduccióny convecciónténnica(Mudgett, 1989).
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Figura 1, Mecanismosde calentamientomediantemicroondas:rotación dipolar y migración

jónica (Gallmanny Eberhard,1992)
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En relación a los efectosde las microondassobre los microorganismos,

algunosestudiosapuntanla posibilidadde queexistanefectosno térmicoscausantes

de la letalidad (Fleming, 1944; Chipley y col., 1980). Sin embargo, se ha

demostrado que la inactivación microbiana se debe exclusivamente al calor originado

en el interior del alimento (Lechowich y col., 1969; Vela y Wu, 1979; Baldwin,

1983; Jahngeny col.; 1990; Diaz-Cincoy Martinelll, 1991).

Peseal gran númerode ventajasque ofrece el tratamiento con microondas,

existen una serie de inconvenientes talescomo la limitada aplicaciónen alimentos

de gran volumen,el elevadocostede las instalacionesy la falta deuniformidaden

la distribución de la temperaturaen el interior del alimento.Esteúltimo aspectoes

bastante importante ya que repercute en la calidad final del producto tratado.

Sino existeun adecuadocontrolde la unifonnidaddel calentamiento,pueden

aparecerlos llamados“puntos fríos”, con el riesgode dar lugar a una inactivación

microbiana incompleta y los “puntos calientes” donde pueden tener lugar

degradacionestérmicasexcesivascon el consiguientedetrimentoen las propiedades

sensorialesy en el valor nutritivo del alimento (Ohlsson, 1990). Por todo ésto es

preciso conocer los factores que afectan al calentamiento,tanto los relacionadoscon

las propias radiaciones como con las características inherentes al alimento. A

continuaciónse comentanlos másrelevantes.
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1.3.1. Factores más importantes que inciden en el calentamiento

1.3.1.1. Diseño del equipo

Hay queconsiderar:

a) Tipo de horno.

Debido a los problemas que plantea la falta de unifonnidad en el

calentamientocon microondas,las empresasencargadasde la fabricación de los

- equiposhan estudiadodiferentesposibilidadesen cuanto al diseño del horno se

refiere, paramejorar la uniformidad en los tratamientos,

Una de las posibilidadesexistenteses la utilización de hornosen los cuales

el alimento reciba la radiación directamente desde el magnetrón. En este caso, los

“puntoscalientesy fríos” tienenunaposiciónmás o menosfija (Ohlsson, 1983).

El otro modelo existente en el mercadoposeeuna cavidad de paredes

metálicas en la que se coloca el alimento. Este no se encuentra sometido

directamentea la acciónde las microondas,sino que, el magnetrónse encargade

originaríasy luego pasanpor un conductodeparedesimpermeablesa las niisinas

hasta llegar a la cavidad metálica donde se producenuna serie de reflexiones

creándoseun sistemamultirresonante,En este caso, la distribución de los “puntos

calientes y fríos’ es irregular y no previsible (Ohlsson, 1983).

Por otra parte, es importanteteneren cuentala disposicióndel alimento en

el horno, Debido a que el campoelectromagnéticoquese origina en el hornono es

uniforme,puedenexistir zonasconunamayoro menorconcentraciónde radiaciones

dandolugar a distintasvelocidadesde calentamientodel alimentoen fbnción de su

emplazamientoen el horno (Haywardy Kropf, 1980; Rismany col., 1987).
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Con objetode minimizar los problemasderivadosde la falta de uniformidad

dentro de los hornosmicroondas,se han propuestoalgunossistemastales como

distribuidores de microondas y soportes giratorios dentro de la cavidad (Harrison,

1980; Mudgett, 1986).

b) Frecuenciautilizada.

Tal y como se ha comentadoanteriormente,la mayorparte de los equipos

operan a unas frecuenciasde 915 y 2450 MHz dependiendo de la legislación

existenteen cadapaís.

La diferencia entre una frecuencia y otra se manifiesta en la capacidad de

penetraciónde las microondas.Asi, cuando se utiliza la de 915 MHz dicha

capacidadaumentacon respectoa la de 2450 MHz, consiguiéndoseen el primero

de los casosunamayor uniformidad en el tratamiento.Sin embargo,hay quetener

en cuenta que esta diferencia es pequeña a temperaturas elevadas, que son las que

se emplean para la destrucción de microoganismos en la mayoría de los alimentos

(Ohlsson, 1983; Mudgett, 1986).

e) Potencia.

Se encuentra relacionada con la velocidad de calentamiento, de tal forma que,

cuanto mayor es la potenciamenostiempo se tarda en alcanzarla temperatura

deseada. La potencia necesaria para producir un calentamiento uniforme depende de

las características propias del producto así como de su temperatura inicial

(Schiffmann, 1986) y de la frecuencia de radiación (Mudgett, 1989)
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1.3.1.2. Composición y propiedades físicas del alimento

Laspropiedadesfísicasde un alimentoestánrelacionadascon la composición

químicadel mismo. Entre laspropiedadesfisicas cabendestacarselas dieléctricas:

constantedieléctrica o capacidadde un alimentoparaalmacenarenergíaeléctricay

factor de pérdida dieléctrica o capacidadde un alimento de disipar la energía

eléctrica en forma de calor, Dichaspropiedadesson especialmenteimportantesen

el caso de los tratamientostérmicosde alimentoscon microondas.

La capacidadde penetraciónde las microondasdependede la composición

del alimento y como consecuencia de las propiedades dieléctricas del mismo, Así,

valoresgrandesde profundidadde penetraciónindican quela energíaes absorbida

pobremente, mientras que valores pequeños ponen de manifiesto que el

calentamientoseproduceprincipalmenteen la superficiequeesdondesemanifiesta

unamayor absorciónde las radiaciones(Georgey Bumett, 1991).

Cuando la concentración de agua libre y. sales disueltas es muy elevada, las

microondastienenmenorcapacidaddepenetraciónproduciéndosemayor absorción

de la energíaen la superficieque en el interior y como consecuenciauna menor

uniformidad de calentamientoen la muestra(Deallery Lacey, 1990; Giese, 1992;

Dealler y col., 1992).

Las propiedadesdieléctricaspuedenvariar conla temperatura.Así, conforme

ésta aumenta, disminuye la constante dieléctrica, Sin embargo, el factor de pérdida

dieléctrica aumenta o disminuye con la temperatura dependiendo del tipo de

alimento(Giese, 1992).

El calor específicode un alimento es otra propiedadfísica que también

influye en el tratamientotérmico con microondas,El calor específicose puede

definir como la cantidad de calor ganadao perdida por unidad de peso en un

16
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producto, para alcanzaruna variación deseadaen la temperaturasin producir

alteración en el estado físico del mismo. Un alimento con calor específico bajo y

escasa capacidad intrínseca para aumentar su temperatura en un campo

electromagnético,puedellegaracalentarseen dichocampo.Tal esel casodel aceite,

el cual tieneun bajo valor de factordepérdidadieléctricapero secalientamediante

microondasen un tiempo razonabledado su bajo calor específico (Heddlesony

Doores,1994).

1.3.1.3. Tamañoy forma del alimento

- Existeunacorrelacióndirectaentreel tamañodel alimentoy la potenciadel

microondas que debe ser aplicada para realizar un calentamiento (Schiffmann, 1986),

pero, hay que tener en cuenta que existe un límite a partir del cual si se incrementa

el nivel de potenciase puedeproducir un deterioroexcesivodel alimento (George

y Burnett, 1991). Paraevitar sobrecalentamientosdel alimento no debenutilizarse

volúmenesdemasiadograndes,porquecuandoun alimentoesde grantamañopuede

dificultarsela penetraciónde las microondasy originarsesobrecalentamientosen la

superficie.En estoscasoses importantequeel alimentoposeaun elevadovalor de

conductividad térmica para así mejorar la uniformidad en el calentamiento

(Schiffmann, 1986).

Se ha comprobadoque cuantomáslisa seala superficiemásuniformeese]

calentamiento.Por lo que se refiere a la forma la esféricaes la geometríaideal

seguida de la cilíndrica (Decareau, 1992). Los alimentos con bordes pronunciados

sufrencalentamientoslocalizadosendichosbordesadiferenciade los alimentoscon

superficiesredondeadasen los cualesse eliminan los sobrecalentamientosen las

esquinas,sin embargoson más susceptiblesa sufrir efectosde focalización de la

energíaen el interior. Los efectosde focalizaciónsehanobservadoen esferasy en

cilindros(Ohlssony Risman,1978;Prosetyay Datta,1991) y dependendel diámetro

y de la conductividadtérmicadel producto,así como de la frecuenciaempleada
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(Heddlesony Doores,1994).

1.3.2. Tratamiento térmico de leche mediante microondas

En cuantoa las aplicacionesde las microondasen la industria láctea,en los

laboratoriosde investigacióndeUnilever, seestudióun procesode esterilizaciónde

lechemediantemicroondaspara prevenir la formación de depósitospero resultó

demasiadocostoso para ser comercializadoa escala industrial (Sale, 1976).
>4<Posteriormentese hanllevado a cabo procesosde esterilizacióny pasterizaciónde

leche en flujo continuo y en régimendiscontinuo,así como secadoy evaporación

de leche liquida (Decareau,1985), pasterizaciónde yogur y queso(Reuter, 1980;

Taborsak y Basic, 1984) y descongelaciónde mantequillas (Meredith, 1986;

Svenson,1987).

1.3.2.1.Pasterizacióny esterilización

La mayor parte de los trabajos recogidos en la bibliografia acerca de

pasterizacióny esterilizacióncon microondasen productos lácteos se refieren

principalmentea leche,siendosu objetivoprincipal el estudiodel efectode dichas

ondas electromagnéticas sobre los microorganismos. Pero también es de gran interés

conocerlas modificacionesquepuedenproducirseen los componentesde la leche

cuandose sometea la acción de estasradiaciones,así como la influencia de la

composiciónen el comportamientoténnico duranteel tratamientotérmico con

microondas.

a) Efectosobre los microorganismos.

Fueron Hamid y col. (1969) los primeros en pasterizarleche cruda con

microondasen flujo continuo y discontinuoen un intervalo de temperaturasdesde

74,40C hasta 88,90C durante 14 segundos. La eficacia de la pasterización en

131
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discontinuo, en cuantoa destrucciónde microorganismosserefiere, resultóserdel A
134

99,9% frente a un 92,7% para la pasterización en continuo. Las diferencias entre los

dos procesospodríanser debidasa un control inadecuadode la temperatura.
4 ~1

Li)
7

Aplicando unapasterizaciónen flujo continuocon microondassimilar a un
it

proceso HTST, Jaynes (1975) obtuvo una leche fosfatasa negativa y con recuento y

microbiológico, tanto de coliformes como de totales,similar al de la pasterizada

convencionalmente.Al realizar el análisis sensorial de la leche calentadapor ~»

microondasy convencionalmente,el 37% de los catadoresnotarondiferenciasentre 0< ¡
ambostipos de leche,prefiriendoel 21% la lechetratadapor microondas.

¿ti>4 >4 ¡
Merin y Rosenthal(1984),compararondosprocesosLTLT (630C durante30 7

minutos)realizadosconmicroondasy convencionalmente.El primero provocóuna

mayor reducciónen el número de microorganismostotales siendo el test de la

fosfatasanegativoen los dos casos.

Con el fin deexaminarla posibilidaddeaumentarla vida mediade la leche

pasterizada,investigadoresde la Universidadde Comelí (E.E.U.U.) (Chiu y col,,

1984) realizaronun estudioen el cual lotes de 200 mL de leche pasterizadase

exponíana la acción de las microondasdurantetiempos de 85, 97, 100 y 120

segundos, alcanzando las muestras de leche unas temperaturas de 45, 50, 55 y 600C,

respectivamente.Una vez calentadala leche, se procedió a su enfriamiento y

almacenamientoa 6,70C durante8 y 11 días.En la lechecalentadaconmicroondas

a 450C durante65 y 85 segundosno se redujo el número de bacteriastotales y

psicrotrofas,respectivamente.El resto de calentamientosprodujo una importante

reducciónen el númerode las mismas,de tal forma que, las muestrascalentadasen

las condicionesmásenérgicaspresentaronunavida útil de ocho días.

Por otra parte, sehanllevado a cabounaseriede trabajosen los quesehan

estudiadoel efecto de las microondassobre microorganismosespecíficos.Así

(F
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Stearns y Vasavada (1986) y Knutson y col. (1988) indicaron que pese a que

algunostratamientoscon microondasdomésticospuedenimplicar una reducción 4

importanteen el númerode bacteriasen la leche, la pasterizacióncon microondas

no siempreresultacompletaya quealgunosmicroorganismostalescomoSahnonella

typlnrnuriurn, Esoher/chiacol/y Pseudomonasfluorencens,puedensobreviviren los 0

k
llamados“puntos fríos”, los cualesse originan debido a la falta de uniformidad en

la distribución de la temperatura,tal y como se comentóanteriormente,

Galuskay col. (1989) estudiarontambiénel efecto de las microondassobre

microorganismospatógenosen la leche,como por ejemploLisieria tnonocywgenes, t

Sañaancha typhirnuriunz y Staphilococcusaureus.Dichosautoresconcluyeronque

el procesadode la leche con microondas,a temperaturasinferiores a 750C, no

inactiva totalmentedichosmicroorganismos.

Choi y col. (1993b),en un estudiosobrela influenciadelvolumende muestra

en el tratamientocon microondas,inocularon con Lister/a rnonocytogenesleche

enteraesterilizada.Muestrasde 20 mL lechecalentadasen microondasdurante10

minutosa 71,1% no presentabancélulasde Listeria, Sin embargo,la inactivación

fue menosefectivacuandoel volumende leche fue de 50 ó 100 mL. Estosmismos

autores(]993a) inoculandocon YersiniaenterocoliticayCarnpilobacterjejunileche

esterilizadapudieroncomprobarqueCatapilobacterseinactivabacompletamentea

los tres minutosde tratamiento,sin embargoYeÑniaresultó ser másresistenteal

tratamiento,ya que fueron necesarios8 minutos para inactivarse,

b) Efecto sobre los componentes

En leche y productos lácteos son escasoslos trabajos realizadoshastael

momentosobreestetema. Así, en 1984, Merin y Rosenthalhicieronun estudiode

las transformacionesque sufren las proteínaslácteasduranteel calentamientocon

microondas y convencional. Comprobaron que el tratamiento con microondas

1,
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produceunamayor desnaturalizaciónde las proteínasde suero queel tratamiento
2convencional.
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Kudra y col. (1991), diseñaronun equipo de flujo continuo para calentar

agua, leche,natay solucionesde algunoscomponenteslácteospor separadotales

como grasa,proteínasy lactosa.Realizaronun estudiode la temperaturaen los

diferentessistemascalentadosparacomprobarla influenciade la composiciónen el

calentamiento,Demostraronque la lechesecalientamásrápidamenteque el agua

y queson lasproteínas,en las concentracionesnormalmenteencontradasen la leche,

las quecontribuyenen mayormedidaal calentamiento.

Una de las transformacionesproducidaspor el tratamientocon microondas

que ha levantadomás polémicaes la de los aminoácidos.Lubec y col. (1989)

indicaron que, en fórmulas infantiles calentadaspor microondas,los aminoácidos

podríanalterarsetransformándoselas formastrans- en cis- y las formas L- en D-.

Esto suponíaquepudieranproducirsecambiosimportantesen los péptidosy en las

proteínasa nivel estructural,funcionale inclusoinmunológico,asícomoalteraciones

neurológicas,ya que la D-prolina,originadapor isomerización,puedellegar a ser

neurotóxica.Por todo ello, las autoridadessanitariasrecomendaronno utilizar las

microondascomomedio de calentamientode fórmulasinfantiles.

Sin embargo,los resultadosobtenidosposteriormentepor Segal(1990)y Bógí

(1990) diferíande los de Lubecy col. (1989),ya quelos primerosconsiderabanque

no existían motivos de alarma con respectoa la isomerizaciónde aminoácidos

mediante microondas. Segal (1990), indicó que la D-prolina es neurotóxica

inyectándosedirectamenteen el cerebrode animalesde experimentacióny que los

D-.aminoácidosentranenel tractogastrointestinal,expuestoconstantementea los D-

aminoácidosprocedentesde las paredescelularesbacterianasy son modificadospor

la acción de la D-aminoácidooxidasa. Por otra parte, la concentraciónde cis-

hidroxiprolina (formada también por isomerización) encontradaen fórmulas
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infantiles de lechecalentadasconmicroondas,podríarepresentarun porcentajemuy

bajo (0,1%) del total de la concentraciónde hidroxiprolina.

Fuea partirde 1991, cuandoempezaronaesclarecerselas dudascon respecto

a este tema. Así, los trabajos de Fay y col. (1991) y Marchelli y col. (1992),

pusieronde manifiestoque, condicionesnormalesde tratamiento de leche o de

fórmulasinfantiles con microondas,no producenunaracemizaciónsignificativade

las proteínasy los aminoácidoslibres.

Jonker y Plenninks (1992) realizaron un estudio comparativo del valor

nutritivo de solucionesde caseínacalentadascon microondasy convencionalmente,

en animalesde experimentación.Lascondicionesde tratamientofueronsimilaresen

amboscasos,80±50Cdurantedosminutos.Los resultadosno mostrarondiferencias

en el valor nutritivo de dicha proteína entre los dos tipos de tratamiento.

En la determinaciónde sólidos totales, Fernández-Márquezy col. (1992)

calentaronleche mediantemicroondasy convencionalmenteparala eliminaciónde

agua.Pudieroncomprobarunamayor formación de HMF, compuestoformadoen

etapasavanzadasde la reacciónde Maillard, en el primero de los casos.

Las vitaminas son otros de los componentes lácteos en los que se ha iniciado

el estudiode su modificaciónpor el calentamientocon microondas.Vidal-Valverde

y Redondo(1993) comprobaronel efectode estecalentamientosobreel contenido

de tiamina de leches con distinto contenido en grasa. El calentamientocon

microondasaplicado destruyeparcialmenteel contenido en tiamina, siendo este

efecto directamenteproporcional a la temperaturay al tiempo e inversamente

proporcionala los niveles de grasa.

En 1994, Medrano y col. estudiaron el efecto de las microondasen

condicionesdomésticassobreel contenido en riboflavina, a-tocoferoly retinol en

«(y
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leche entera, semidesnataday desnatada.Los resultadosmuestranque estas

condicionesde calentamiento(2 y 4 minutosal 100% potencia)afectanligeramente

al contenidoen los componentesestudiados.La cantidadde riboflavina apenasse

modifica despuésdel calentamientodurante2 minutos en cualquiertipo de leche

estudiada.En el casode lechesemidesnatadaseobservaun descensode cz-tocoferol

(15%), siendo el efecto menospronunciadoen el caso del retinol (10%). Para la

leche enterano se vieron variacionesapreciablesen el contenido de tocoferol y

retinol en ningunade las condicionesestudiadas.Los tratamientosde 4 minutosno

modificaronen ningún casoel contenidode las vitaminasestudiadascon respecto

a los de 2 minutos.

Siebery col. (1993)estudiaronla influenciadel calentamientopor microondas

en distintos componenteslácteostalescomo nitrógenono caseinico,proteínasde

suero, lisina disponible y vitaminasB1 y C, realizando la toma de muestraen

diferenteszonas del sustratocalentado. Comprobaronque en la superficie de la

muestradisminuíael contenidode nitrógenono caseinico,sin embargono ocurria

lo mismo con el resto de componentes lácteosestudiados.Estos datospusieronde

manifiesto la existenciade gradientesde temperaturaen la leche calentadacon

microondas,siendo el fondo la zona más fría y la superficie la más caliente.

Resultadoqueestáde acuerdocon los obtenidospor Eberhardy col. (1990, 1991).

Si bien la mayor parte de los trabajos existentessobre pasterización y

esterilización de leche con microondas se refieren a leche de vaca, es importante
mencionarque tambiénsehanestudiadolechesde otrasespecies.EI-Shibiny y col.

(1982) observaronunagranreducciónen el contenidoen microorganismosen leche h
de búfala tratadacon microondasrespectoa la leche cruda. Trataron 50 mL de

muestra tiempos de 120, 130, 140 y 150 segundos,siendo las temperaturas

alcanzadasde 86, 94, 96 y 98
0C, respectivamente.La desnaturalizaciónde las

proteínasdesueroproducidapor efectodel calentamientoconmicroondasfue menos

pronunciada(30%) que en una pasterizaciónconvencionalen discontinuo(40%),
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pero superiora la de tratamientos1-ITST (5%).

Thompsony Thompson(1990),propusieronun métodobastantesencillopara

pasterizarlechede cabra a nivel doméstico.La temperaturaelegidafue de 650C,

mantenidadurante30 minutos. En estascondicionesseprodujounareducciónde 5

unidadeslogarftmicásen cuantoal recuentode bacteriastotalesen las 25 muestras

de leche de cabra estudiadas.Los autoresconcluyeronqueunmicroondasdoméstico

podría utilizarse para pasterizar leche de cabra destinada al consumo diario.

1.3.2.2. Deshidratación

Debido a que las microondaspenetranen el interior del alimentoy permiten

un calentamientodirecto provocandoun gradientepositivo de presiónde vapordel

aguadesdeel interior hacia la superficieacelerandola transferenciade agua,este

tipo de tratamientoha sido ampliamenteutilizado en la eliminación de agua en

leche.Existen algunostrabajosrelacionadoscon estetemaqueserefieren por una

parte, a determinacióndel extractoseco (Hamaday Thomasow, 1987; Fernández-

Márquezy col., 1992; Kent y col., 1993) y por otra, a la obtenciónde productosen

polvo (Ben-Souday col., 1989; Sochanskiy col., 1990). En todos los casosse

observóuna reducciónen el tiempo de tratamientocon respectoa los procesosde

deshidrataciónconvencionales.
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1.4. EVALUACION DE LA INTENSIDAD DE LOS PROCESOSTERMICOS

APLICADOS A LA LECHE

Actualmente es de gran interés tanto para la industria lácteacomo para la

Administración la evaluación de la intensidad del tratamiento térmico aplicado a la

leche. Por ello se recurre a la utilización de unaseriede indicadorestérmicosque

permitan conocer el tratamiento térmico aplicado y diferenciar ¡echesprocesadas

térmicamente. De esta forma, se puede evitar el sobreprocesado de la leche lo cual

suponeun incentivo para la industria láctea, ya que mejora la calidad final del

producto.

Para la evaluación del deterioro originado en la leche durante el tratamiento

térmico de la misma existen una serie de métodos basados, por una parte, en la

determinaciónde compuestosausentesen la lechecruday queseoriginanmediante

el calentamiento,y, por otra,en la evaluaciónde la degradaciónproducidaen alguno

de los componentespresentesen la lechecruda.

Entre las diferentestransformacionesde los componentesde la lechecruda

producidaspor el calentamientoquehansido estudiadas,merecenser destacadasla

reaccióndeMaillard, isomerizaciónde la lactosay desnaturalizaciónde lasproteínas

de suero.

Hasta los años 80, la mayor parte de los estudiosse centraron en la

determinación de compuestos originados durante la reacción de Maillard,

fundamentalmente1-IMF y pérdidade usinadisponible.

El HMF seorigina como consecuenciade la degradaciónde carbohidratosy

de los compuestos de Amadori. Keeney y Basette (1959) propusieronun método

colorimétrico para determinar el HMFtotal en leches esterilizadas, Sin embargo este

método presenta el inconveniente de que junto con el HMF total pueden
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cuantificarse otros compuestos carbonílicosprocedentesde la reacciónde Maillard,

Van Boekel y Rehman (1987) y posteriormenteMorales y col. (1992) propusieron

un método rápido y específicopara la determinaciónde HMF por HPLC. La

utilización de esteparámetrocomo único indicador del tratamientotérmico no es

adecuada(Burton, 1984) ya que puedeinducir a error debido a que, como se ha

demostrado, la leche cruda tiene concentracionesvariablesde HMF (Klostermeyer

y col. 1978; Konietzko, 1981; Debn-Mfiller y col. 1991).

La determinaciónde lisina disponiblees otro indicador de la reacción de

Maillard que se ha estudiadotambién en los últimos años. Durantelas primeras

etapasde la reacciónde Maillard, la lisina transformadaen lactulosil-lisina no es

asimilableduranteel procesodigestivo,denominándoselisina disponiblea aquella

que no se encuentraligada al carbohidrato.Los métodosque se utilizan para la

determinacióndeesteaminoácidosebasanen la reacciónespecíficadedeterminados

compuestoscon el grupo E-amino libre: fluorodinitrobenceno(Carpenter,1960),

guanidación(Mauron y Bujard, 1963), ácido trinitrobencenosulfónico(Kakade y

Liener, 1969) y fijación de colorantes(Hurrelí y Carpenter,1976). Estos métodos

son pocoespecíficospor lo que la medidade lisina puedeser errónea.En estudios

posteriores,Tomarelli y col. (1985) realizaronmodificacionesen el métodobasado

en la reacción con ácido trinitrobencenosulfónico, encaminadasa disminuir los

tiemposde análisisy obtenerunamayor precisiónen la medidade los derivados.

Otra forma de evaluarla lisina disponible es mediantela determinacióndel

compuestode Amadori, lactulosil-lisina, originado en las primerasetapasde la

reacciónde Maillard. Así, Henle y col. (1991) determinaronel porcentajede lisina

ligada a carbohidratosen muestrasde leche por la medidade la lactulosil-lisina

liberadamedianteuna hidrólisis enzimáticaprevia.
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Hoy endía existela tendenciaa utilizar conjuntamentevariosindicadoresdel

deteriorooriginadoen la leche duranteel tratamientotérmico, ya queal utilizarlos

de forma individual existe el riesgo de que no se haga una evaluación correcta.

Actualmente, tanto en la FIL como en la UE, tienen como objetivo definir y

establecerlos parámetrosanalíticosquepermitandiferenciarlechescalentadas.Para

ello, proponenunaseriede indicesdecalentamiento,algunosde los cualeshansido

objeto de estudio a lo largo de los últimos años: lactulosa, furosina, relación

lactulosa/furosina, ¡3-lactoglobulina sin desnaturalizar, fosfatasa alcalina y

lactoperoxidasa.

1.4.1. Lactulosa

La determinaciónde lactulosa (4-O-p-D-galactopiranosil-D-fructofiJlranosa)

es el método más ampliamenteutilizado en la evaluación de la intensidaddel

tratamiento térmico aplicado a la leche. Adachi (1958) detecté la existencia de

lactulosa en leche estéril sobrecalentaday pudo comprobar que su formación

dependede la intensidaddel tratamientotérmico aplicado.FueronMartínez-Castro

y Olanoen 1978, los primerosen manifestarque las lechesesterilizadastienenun

contenidosuperioren lactulosaquelas lechesUHT y éstasa su vezsuperiorquelas

pasterizadas.Por ello, estosautorespropusieronla determinaciónde lactulosaen

leche como posible índice del tratamiento térmico.

Durante el tratamiento térmico de la leche, la lactosa (4—O-~-D-

galactopiranosil-D-glucopiranosa)se convierte en lactulosa y a continuaciónse

producela degradaciónde la lactulosaa ácidosct- y ~3-isosacarínicosy galactosa.

La formación de lactulosa se producemedianteel reordenamientode Lobry de

Bruyn-AlberdavanEkenstein(Richardsy Chandrasekhara,1960).Estareacciónestá

catalizadapor la presenciade citratosy fosfatos, responsablesen gran medidadel

pH de la leche (Martínez-Castroy Olano, 1980; Geier y Klostermeyer, 1983;

Martínez-Castroy col., 1986; Olano y col., 1987).
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Con respecto a la influencia de la grasa en la formación de lactulosa, los ~¡~git

sitrabajosrealizadoshastael momentoponende manifiestoresultadoscontradictorios,

Así, Geiery Klostermeyer(1983) y Andrews(1984)indicaronqueno existerelación
ui

entreel contenidoen grasade la lechey la isomerizaciónde lactosaa lactulosa.Sin fi’
iji

embargo,De-Koning y col. (1990) encontraron,en tratamientosUHT, una mayor
¡<u

formación de lactulosa en lechesconun 3% de grasa,frente a otras con 1.5%. Un 41
si

estudiorealizadopor Pellegrino(1994) sobrela influencia de la grasaen leche y
si

nata calentadasen condiciones de tiempo y temperaturacontroladas,puso de

manifiestoque, conforme aumentael contenido en grasa se produceuna menor

fornmción de lactulosa.Esto puedeatribuirsea que la presenciade grasaprovoca 1$
unamenortransferenciadecaloral incrementarla viscosidaddela leche,alcanzando

por tanto, menor temperatura las leches enteras.

Uno de los mayoresproblemasque seplanteana la hora de cuantificar la

lactulosa,es la bajaconcentraciónque presentaconrespectoa la lactosa,por ello,

se han propuestouna serie de métodos para eliminar estaúltima, realizándose

posteriormentela cuantificación de lactulosa mediante métodos específicosde

cetosas(Andrews, 1986).

El resto de los métodosincluyentécnicasespectrofotométricas,enzimáticas

y cromatográficas,siendo estasúltimas las que presentanmayor sensibilidad y

precisión, por lo que nos referiremos a ellas más extensamente.

‘ir

Las técnicas cromatográficas que más se emplean hoy en día para el análisis

cuantitativode lactulosason la cromatografiade gases(CG) y de líquidos(HPLC).
La principal ventajade la primerafrente a la segundaes la mayor sensibilidadque

ji

presentapara una reproducibilidadsemejante,ademásde lograrseuna adecuada

separación entre lactulosa y el resto de carbohidratos.El análisis de lactulosapor

cromatograflade gasesprecisadeuna derivatizaciónpreviacon objetode obtener

un compuestofácilmentevolátil, siendo los TMS derivadoslos empleadosen la
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mayor parte de los casos. 41W

Los TMSderivados de la lactulosa se separan de los de lactosa en un rango
de temperaturascomprendido entre 200 y 2600C, dependiendo del tipo de fase,

soporte y gas portador. Los tipos de columnas utilizadas son: clásicas de acero ~u.

inoxidable, microrrellenasy capilares de vidrio y sílice fundida. La separación u
.3

óptima entre lactosa y lactulosa se puede conseguir mediante el uso de fases como

OV-17, OV-25 y SE-54(Martínez-Castro y Olano, 1980; Nikolov y Reilly, 1983) ‘1
11v

La resoluciónque se obtiene con columnascapilareses superior a la obtenida 34

4.>

mediante columnas rellenas, sin embargo, Olano y col. (1986) propusieron un <1~
A ¡

método utilizando columnasmicrorrellenascon el cual se obtiene una resolución
satisfactoriay permiteel análisiscuantitativode lactulosaen tiempos inferioresa 20 1
minutos, u- ¡

Con respecto a la HPLC, se comenzó utilizando la cromatografiade

intercambio iónico en condicionesisocráticas(Verhaary col., 1979) o engradiente

(Erssery Mitchel, 1984),con el empleode diferentescolumnastalescomo Dowex

(Carubellí, 1966), Aminex (Verhaary col,, 1979) y polietilenaminas,preparadas,

estasúltimas, en el laboratorio (Bilik y col., 1979).

La cromatografíalíquida en fase inversa ha sido ampliamente utilizada

(Nikolov y col., 1985), empleándosecolumnas de C
18 y como eluyente

acetonitrilo/agua(Greig y Payne, 1985). Para la detecciónde lactulosa en el
13

ultravioletaesnecesariaunaderivatizaciónpreviadebidoaquelos carbohidratosno

absorbena 200 nm. Los detectoresmás empleadosson los de indice de refracción,

sin embargo son menos sensibles que los de ultravioleta y, además, su utilización

implica que la elución deba realizarse de forma isocrática (Brons y Olieman, 1983). u-

Posteriormente,Erssery Mitehelí (1984),utilizaron detectoresamperométricospara

el análisis de carbohidratos. El acoplamiento del HPLC y la detección

amperornétricapuederesolvermuchosde los problemasencontradosen los análisis

u-ji

¡u
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de lactulosaa bajasconcentraciones(Flemingy col., 1990).

La electroforesis capilar también se ha utilizado para la separaciónde
u- y’

lactulosaen mezclascomplejasde carbohidratos(Oefnery col., 1992).Lautilización ¡u uf

fu

¡u fuide detectores amperométricospermite la detección incluso en el rango de Ñ
femtomoles(Colon y col., 1993). ¡<jfi

Mediantela reacciónde Lobry de Bruyn-Alberdavan Ekenstein,ademásde ¡<u

originarselactulosapuedetambiénformarseepilactosa(4-O-f3-galactopiranosil-D-

manopiranosa).Este carbohidrato fue aislado de la leche por primera vez por

~ 1$Martínez-Castroy Olano (1980) y aparececuandoel tratamientotérmico es muy
severo.Olanoy Martínez-Castro(1981) detectaronepilactosaen leche esterilizada ~íL~F1

1 It
y comprobaronque existe un período de latencia que retrasasu aparición con 1<

respectoa la de lactulosa,Otanoy Calvo (1989) propusieronqueel contenidoen

epilactosapodría utilizarsetambiéncomo indicador del tratamientotérmico.

1.4.2. Furosina

La furosinaseorigina mediantehidrólisis ácidaapartir de loscompuestosde
¡u.

Arnadorí formados en las primeras etapas de la reacción de Mail]lard. Este

compuestofue detectadopor primeravez (Erbersdoblery Zucker, 1966) comoun

pico desconocidoen cromatogramasde hidrolizadosde lechesen polvo desnatada

sobrecalentada,comprobándoseque su formaciónaumentabacon la intensidaddel 4.

tratamientotérmico de las muestras. Posteriormentefue identificadocomo
1-’

furoilmetil)-L-lisina por Uy, IR, RMN y espectrometríade masas,confirmándose u
su estructuramediantesíntesis(Finot y col., 1968; Heynsy col., 1968).

El aumentode la furosinaes lineal durantela faseinicial del calentamiento

pero en estadosavanzadosde la reacción de Maillard el contenido en fixrosina 1

decrece(Hurrel y col., 1983). Esto hacequeseaun buen indicadordel gradoen el
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queseproduceel deteriorodurantelos primerosestadiosde la reacciónde Maillard,

sin embargo no es un índice adecuadocuando la leche ha sido sometida a u->

condicionesseverasde calentamiento(Burton, 1984).

jij/ ji

Existen estudiosacercadel contenidoen flirosina de lechespasterizadasy

UHT (Erbersdoblery col,, 1984; Erbersdoblery col., 1987; Nangpaly col,, 1990; 2 <-u-

Resmini y col., 1990; Corzoy col., 1994) y de la formación de ftirosina duranteel

almacenamientode ¡eche UHT (Corzo y col., 1994). u-]

La técnicamásutilizadapara el análisis de flirosina desdesu identificación

-en hidrolizados ácidos de leche, fue la cromatografia de intercambio iónico

empleandoautoanalizadoresde aminoácidos.La furosinaeluye en la región de los

aminoácidosbásicos(Erbersdoblery Zucker, 1966; Finot y col.,1968;Finot y col.,

1969; Finot y Mauron, 1969). Posteriormente,se consiguió mayor sensibilidad

utilizando la fluorimetría como sistemade detección (Erbersdoblery col., 1984;

Erbersdobler,1986).

En 1981, Schleichery Wieland desarrollaronun método de HPLC para la

determinaciónde furosinaenmuestrasbiológicasde pacientesdiabéticos,colocando

dos columnasen serie.Posteriormente,Drexel y col. (1987) modificaronel método

anteriory lograronreducirlos tiemposde análisisaumentandola resoluciónde los

distintos componentes.Chiang(1983)utilizó unasola columnaparael análisis de

furosinapor HPLC en alimentosdesecados,y Cefalu y col. (1991)detectaroneste

aminoácidoen muestrasbiológicasmediantecromatografiade intercambioiónico y

con un sistemade detecciónamperométrico.Resmini y col, (1990) determinaron

medianteHPLC el contenidoen furosinaincluso en lechespasterizadas.Delgadoy

col. (1992) propusieronun método nuevo por HPLC en fase inversa para la

determinaciónde furosinaen leche.Las ventajasquepresentaestemétodofrente al ‘¡A

vg

anterior son: elución isocrática,reducción del tiempo de análisis y ausenciade
disolventeshalogenadosen la fasemóvil quepuedendañarlasconexionesmetálicas
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del equipo.

Otra técnica cromatográficaempleadapara el análisis de furosina es la

cromatografiadegases.Parala detecciónseutiliza un detectorespecíficodefósforo-

nitrógeno, realizando una derivatizaciónprevia formando los heptafluorobutiril-

isobutil ésteres(Btisery Erbersdobler,1985),aunqueexisteel riesgode degradación

durantela derivatización(Ruttkaty Erbersdobler,1994).

1.4.3. Relaciónlactulosa/furosina

Esteíndice de calentamientose ha propuestorecientementecomo indicador

de calidadde lechescomercialespor Corzoy col. (1994).Sudeterminaciónpermite

conocer la calidad y las condiciones de almacenamientode una leche UHT.

Dependiendodel tipo de leche de que setrate estarelaciónvaría; así, una leche

UHT presentaun valor comprendidoen el rango 6,38-13,78,mientrasque en una

leche en polvo este rango es de 0,23-1,1. Esto indicaría que la reacción de

isomerizaciónde la lactosaseda en mayorgradoen la lecheUHT, mientrasque en

una leche en polvo predomina la reacción de Maillard. La diferente relación

lactulosa/furosinaen estos dos tipos de leche pennitiríadeterminarla adición de

lecheen polvo reconstituidaen leche UHT.

Estosautorestambiénestudiaronla variaciónde la relaciónlactulosa/flirosina

duranteel almacenamientode leche UHT a distintas temperaturas.Conforme

aumentala temperaturadealmacenamiento,la relaciónlactulosa/furosinadisminuye

debidoa quela reaccióndeMaillard predominasobrela isomerizaciónde la lactosa

duranteel almacenamiento.Por tanto, este indicador pone de manifiesto las

condicionesen las queha sido almacenadala leche UHT.

En función de las relacioneslactulosa/furosinaencontradosen lecheUHT se

consideraque valores por debajo de 6 podrían indicar un almacenamiento

32



inadecuadoo adición detecheen polvo reconstituida.

Posteriormente,Pellegrino y col. (1994) obtuvieron resultadossimilares ¡it]
¡liii¡¡ u ¡¡

cuandoutilizaron dicha relacióncomo índicede calidaden lechesesterilizadas.

¡u l<u
uiruuI¡¡

1.4.4. 9-lactoglobullna sin desnatumilzar u Kl

La jB-lactoglobulinaesunade las proteínasdelsuerolácteo. Seconocecomo -

proteínasde suero a la fracción proteicade la lecheque permaneceen disolución
-‘It

despuésde la precipitación de las caseínasa pH 4,6. Las proteínasde suero
mayoritariasson la 9-lactoglobulinay la ct-lactoalbúmina.En la faseséricade la u

leche existenotras seroproteinas,como son la BSA, las inmunoglobulinas,y la

~
lactoferrina,así comouna seriede enzimastalescomo lactoperoxidasa,catalasay

fosfatasaalcalina. ~j‘$1
El tratamientotérmico provocadesnaturalizaciónde las proteínasde suero, ¡¡-<¡->4

0• <( u ¡u -3 ~produciéndosecambiosen la estructurasecundariay terciaria,pero manteniéndose

los enlacespeptídicos.Como consecuenciade estareacción, los grupos activosde <u,

<it
las proteínasson mássusceptiblesa interaccionarentresí, ademásde hacerlocon it>

A ¡

los gruposactivosde otrasproteínaso bien deotroscompuestostalescomoazúcares i’Fu

reductores(lactosa).
¡ru-ji

El comportamiento de las tres proteínas de suero mayoritarias (cz-

lactoalbumina,p-lactoglobulina y BSA) frente al calor es distinto, Así, la a- u
u’ u ¡u

lactoalbúminaesmásresistenteal tratamientotérmicoquela p-lactoglobulinay ésta <Li
Lii¡ji ji

---Li-u-u-u

1a su vez másquela BSA. Dicho comportamientodependede la especieanimalde

quesetrate.Así, Calvo y col. (1989)realizarontratamientostérmicosdesde74 hasta ¡

~1
u-, <¡ji900C durante15 y 30 segundosen lechedevaca, cabra y oveja y comprobaronque

la desnaturalizaciónparala p-lactoalbúminaseincrementabaenel siguienteorden:
¡¡1 ‘¡u-

vacaccabracoveja,sin embargoenel casodela BSA la desnaturalizaciónresultéser
ji
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cabra<vacaCoveja. 1<
luí ru-u-

u liu t

El grado de desnaturalizaciónde las seroproteinasdependede la intensidad ju47

del tratamiento térmico aplicado. Uno de los criterios que se utiliza para la
14<

u ¡ u
diferenciaciónde lechessometidasa distintos tratamientostérmicosesla evaluación ji

de la desnaturalización de la p-lactoglobulina por ser una proteína de --

~i’>u-uu.utem~osensibilidadintermedia.La BSA al ser la más termosensiblesedesnaturaliza -

casi totalmenteen procesosUHT, y su desnaturalizaciónno esun buen índice de
1 Aun u
1 ti

calentamiento,Por ello la desnaturalizaciónde la 9-lactoglobulinaseha propuesto
¡í¡<u Al~<(y

como índiceténnicoparadiferenciarlechesUHT de lechesesterilizadasen botella,
y lechessometidasa alta pasterizaciónde lechespasterizadaspor el procesoHTST u- E

~1

(Andreini y col,, 1990). [f ~

fu-it <~$

Existe la posibilidadde medir lasseroproteinasdesnaturalizadasmediantela

evaluacióndel contenido en cisteinay cistina (aminoácidos presentesde forma

mayoritaria en las proteínas de suero) del complejo aislado de caseínasy
seroproteinasdesnaturalizadas(De-Koningy col., 1976; Mrowetz y Klostermeyer,

1977). Sin embargo,actualmente,se utiliza másla determinaciónde las proteínas k4~ u
de suerono desnaturalizadasmedianteKjeldahlde la fracciónsérica(Aschaffenburg

y Drewry, 1959), métodos inmunológicos (Lyster, 1970), electroforéticos F~j~
u-u

(Dannenbergy Kessler, 1988) y cromatográficos,principalmenteHPLC (González u
de Llano y col., 1990).

u ji ¡u ji

u,

En un principio seutilizaron métodospor HPLC basadosen mecanismosde ¡u, ~jj~
uuduul¡

4-u- u-
i:t]i’jj i

exclusiónmolecular(Andrewsy col., 1985; Hill y col., 1987). También seutilizó u-

Ir’Lif
la cromatografíade intercambioiónico (Hill y col., 1987) y la cromatografiaen fase
inversa (Kim y col., 1987; Resmini y col., 1989; Parris y Baginski, 1991).

Actualmenteel método de Resmini y col. (1989) es el que estápropuestocomo u-

oficial en la FIL para la determinaciónde proteínasde suero sin desnaturalizar.

II
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1.4.5. Fosfatasaalcalina
1~f

Es unafosfomonoesterasay contieneácido siálico,zinc y magnesio(Lefranc

y Han, 1969), siendosu pH óptimo de 9,6. Kitchen y col. (1970),encontraronesta [3<)
enzimaasociadaa un complejo lipoproteicopresenteen la membranadel glóbulo It
graso.Formapartedel complejofosfatásicode la lechequeagrupaenzimas(nativas

y microbianas)capacesde hidrolizar el enlaceésterentreel ácido fosfórico y el

radicalhidroxilo denumerososcompuestostalescomoglicerofosfatos,fenil fosfatos, f
íu ~fr»-

etc. (Veisseyre,1980). [uj~iti

Liiuti<‘1<Es una enzima termosensible,y se inactiva en condicionesde tiempo y
¿u-fu

temperaturaa lascualessedestruyeel Mycobacteriumtuberculosis,microorganismo
tít

patógenocuyadestrucciónsirve de referenciaparaasegurarunapasterizacióneficaz. t ¡ “u-<( ¡

1»

Por ello es el indicadorde elecciónparacomprobarque estetratamientoen la leche

ha sido el adecuado(Griffiths, 1986). En la figura 2 se pueden apreciarlos ¡iiiit]’
i<i

intervalos de tiempo y temperaturade calentamientoen los que se inactiva la

fosfatasaalcalina.Hay queteneren cuentaquea vecesseproducenfenómenosde

reactivación de dicha enzima durante la conservaciónde la leche calentada

(Veisseyre,1980); por ello, Mckellar y col. (1994) postularonque la fosfatasa

alcalinano es el indicadormásadecuadoparael control de lechespasterizadas.Sin

embargo,el test de la fosfatasaalcalinase sigueconsiderandocomoel parámetro

enzimáticode elecciónparalechespasterizadasreciénprocesadas. u-’

u-u- u

<¡u

<ji

‘8’luí.>
13jiit

uuu-ifi$44it;

-‘itt
¡ u1
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Temperatura(0C
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Fosfatasapositivo

Fosfatasanegativo

Zona de pasterización

Comienzo inactivación peroxidasa

Peroxidasanegativo

Figura 2. Zonas de calentamientopara la inactivaciónde la fosfatasay la
peroxidasa(Veisseyrt, 1980)
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Para la pruebade la fosfatasael métodomásampliamenteutilizado esel de

Aschaffenburg y Mullen (1949), en el que se emplea como reactivo el

paranitrofenilfosfatodisódico. En estemétodo hay queteneren cuentala posible

producciónde fosfatasade origen bacteriano,el fenómenode reactivacióny la

fosfatasaresidual.

En leche de cabraestetestno esfiable, ya quedicha enzimaseencuentraen

menor proporción que en la leche de vaca, ademásde presentar menor

termoestabilidad(Williams, 1986; Kosikowski, 1988). Por todo esto, Williams

(1986) propusouna variación al test anterior para la lechede cabra aumentando

tanto la cantidadde muestracomoel tiempo de incubaciónde la misma.

1.4.6. Lactopemxidasa

Es una ferro-enzimaque cataliza la acción oxidante del agua oxigenada

liberandooxígenoactivoquepuedecombinarseconnumerosassustancias:guayacol,

parafenilendiaminas,hidroquinonas,etc. Se encuentraen la leche en cantidad

apreciabley su pH óptimo es de 6,8 (Amiot, 1991).

La inactivaciónde la lactoperoxidasaocurrea temperaturaspróximasa 800C,

afectandoen menormedidael tiempo decalentamiento(Kiermeiery Kayser, 1960;

Woerner,1961). Su detecciónes la basepara identificar las leches que han sido

sometidasa calentamientosde80W durante5-25 segundos(alta pasterización)y así

diferenciarlasde las pasterizadas(720C durante15 segundoso equivalente)(Amiot,

1991). En la figura 2, se muestraun gráfico en el que se puedenobservarlos

intervalosde tiempo y temperaturaen los que se inactiva la peroxidasa.

Duranteel almacenamiento,puededesarrollarseactividadlactoperoxidásica.

A medidaque el tratamientoesmás severoexiste menorposibilidadde posterior

reactivación(Woerner, 1961).
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1.4.7. Limites propuestospor la FIL y por la UE para los principales indicadores

ténniCos

Uno de los principalesobjetivosde la FIL y de la UE esel de establecerlos

límites permitidos en cuanto al contenido de algunos indicadorestérmicos, o

presenciao ausenciadeotros indicadores.Esto quedareflejadoen la tabla2. De esta

forma se podrándiferenciar lechespasterizadasde altamentepasterizadasy leches

UHT de lechesesterilizadasen botella.

Tabla2. Indices de calentamientode lechepropuestospor la UE (*) y por la FIL.
(Buchheirny col,, 1994>.

Tipo de
tratamiento

Lactulosa
~ng/L)

~-Lactoglobulína
Úng/L)

Fosfatasa
alcalina

Lacto-
peroxidasa

Pasterización >3000 +

ND* >2600*

Alta >2000-
Pasterización <50* >2000*

UHT <400
>100* >50*

Esterilización <1200

>600* <50*

ND: no detectable.
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1.5. EVALUACION DEL PERIODO DE VIDA UTIL DE LA LECHE PROCESADA

Los tratamientostérmicosque seaplicana la lecheno impiden el desarrollo

dereaccionesdeorigentanto enzimáticocomofisico-quimico, quepuedendar lugar

a alteracionesduranteel almacenamiento.Las condicionesaconsejablesde tiempo

y temperaturaparael almacenamientodependendel tipo de tratamientoal cual se

ha sometidola leche.

En términosgenerales,el periodo devida útil de la lechees el tiempo que

transcurre desde el procesado/envasadohasta la aparición de características

organolépticasdesagradablesen la leche, las cuales provocanel rechazode este

alimento por parte del consumidor. La legislación exige que cualquier leche

comercialrefleje en el envaseunafechaindicativade la vida útil de la misma.Sin

embargo,a vecespuedeocurrir que el producto permanezcahigiénicamenteapto

parasu consumodespuésde la fechaindicadaen el envase(Hankin y col,, 1977).

Los indicadoresmás importantes para evaluar la vida útil de la leche

procesadason: análisis sensorial,control microbiológico y estudiodel estadode

proteolisisde las caseínasduranteel periodo del almacenamiento.

1.5.1.Análisis sensorial

El análisis sensorial nos permite determinaralteracionesorganolépticas

importantes tales como transparencia, gelificación, presencia de sabores

desagradables(rancio, amargo, afrutado, a podrido, etc.), consecuenciade

alteracionesfisico-quimicas y de la formación de compuestos,principalmente

péptidos y ácidos grasosde cadenacoda, por parte de enzimasproteolíticasy

lipolíticas tanto de origen microbiano como nativo (Bucky y col,, 1988). Dichas

enzimaspuedenno ser destruidastotalmenteduranteel tratamientotérmico o bien

procederde microorganismoscontaminantesde la lechedespuésdel procesado.
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1.5.2. Control microbiológico

En leches pasterizadasel control microbiológico es muy importantepara

evaluarel deterioroduranteel períodode vida útil. La conservaciónde estetipo de

lechese lleva a caboa temperaturasderefrigeración(4-80C) a las cualesseproduce

el crecimientode bacteriaspsicrotrofas(capacesde desarrollarsea temperaturas

iguales o inferiores a 70C, independientementede su temperaturaóptima de

crecimiento) que generalmenteproceden de una contaminación posterior al

tratamientotérmico.

Por lo general,el período de vida útil de una lechepasterizadase define

comoel tiempo necesariopara alcanzarun recuentode microorganismostotalesde

7,5 log ufc/inL (Chandíery McMeekin, 1985),ó 7 log ufc/mL (Kahny Firstenberg-

Eden, 1987) ó 6,3 log ufc/mL (Kroll y Rodrigues,1986).

di

El método de recuentode microorganismostotales(Marshall, 1993), a pesar

de ser el oficial para evaluar poblacionesbacterianasde productos lácteos, no
diferencia las bacteriasque han sobrevivido al tratamiento térmico de las que

procedende una contaminaciónposterior. Mediante el test de Moseley (Jonhs, iii

u-A

1969), consistenteen realizarun segundorecuentode bacteriastotalesen muestras

almacenadasa 7,20C durante5 días, se puedeaveriguar la procedenciade dichas ‘u-

bacterias.

Paralelamentea la determinacióndemicroorganismostotalessuelenrealizarse
otraspruebas,talescomoel recuentode coliformes(Marth, 1978)y de psicrotrofos

(Zalí y col., 1982).Aunquetodos los contaminantessonimportantes,las alteraciones

organolépticasmásfrecuentesen lechepasterizadaduranteel almacenamientose

debenamicroorganismospsicrotrofospost-pasterización.Además,Zalíy col. (1982) Li’--

encontraron una correlación significativa (r0,878) entre los recuentos de

microorganismostotalesy de psicrotrofos.Las alteracionesorganolépticaspueden
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empezara aparecercuando el número de bacteriaspsicrotrofasalcanzavalores

comprendidosentre6 y 7 log ufc/mL (Ledford y col., 1983).

Un inconveniente de los métodos de control microbiológico citados

anteriormentees el tiempoquetranscurrehastaobtenerresultados,ya queespreciso

incubar los microorganismosdurantetiempos largos. Sin embargo, las técnicas

idealesparapredecirla vida útil debenproporcionarresultadosen períodoslo más

cortos posible (Baster y Prentice, 1989). Por ello, existenmétodos másrápidos

alternativosbasadosen la determinaciónde metabolitoscelularestales como ATP

(Phillips y Griffiths, 1985) y piruvato (Suhren, 1990). La medida de piruvato en

lechepara evaluarla vida útil es, además,un métodorecomendadopor el grupode

expertosde la UE (Stepaniak,1991). Puedenutilizarse tambiénbiosensorespara

evaluarlasactividadesmetabólicasde los microorganismosy asípredecirla vida útil

de la leche(Kroll y col., 1989).

1.5.3.Actividad proteolitica y proteolisis de las caseínas

Las caseínasrepresentanel 80% del nitrógeno total de la leche de vacay

constituyenla fracción proteica de la leche que precipita a pH 4,6 y 200C. Son

proteínas muy termorresistentespero susceptiblesa la acción enzimática de

proteinasasy exopeptidasasduranteel almacenamientode la leche.

Las enzimasproteolíticaspresentesen la lechepuedentenerdos orígenes:por

unaparte puedetratarsede enzimasde origen microbiano (fundamentalmentede

bacteriaspsicrotrofas)o bien ser nativas(plasmina,principalmente).

A pesar de que durante los tratamientosde pasterizaciónlas bacterias

psicrotrofas son destruidas,puedenpermanecerinalteradasenzimasexocelulares,

producidospor ellas, que presentanuna gran termorresistencia.La mayoríade las

proteasasde bacteriaspsicrotrofasresistentemperaturasmuy elevadasy sólo son
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parcialmentedestruidaspor los tratamientostérmicosHTST (720Cdurante15 s) y

UHT (138-11450Cdurante2s) (Fairbainy Law, 1986). La termonesistenciade estos

enzimasesmenora temperaturasmásbajas;asiWestycol. (1978),encontraronque

tratamientos a 550C,por si soloso seguidosde tratamientosUHT, conducena una

inactivaciónmayorque el tratamientoUHT aislado.Sin embargo,la aplicaciónde

dichos tratamientosa temperaturasmás bajas no siempre resulta efectiva para

inactivarel ampliorangodeenzimasbacterianasquepuedenencontrarseen la leche,

por lo que su utilidad comercial es limitada (Griffiths y col., 1981; Christen y

Marshall, 1985).

La proteasa nativa de la leche, la plasmina, es muy termoestable.La

pasterizaciónde la leche a 750C durante 15 segundosdisminuye débilmentesu

actividad, apreciándoseun aumentode la mismaal ser almacenadadicha leche a

370C (Noomen, 1975; Richardson; 1983). Este enzima puede resistir algunos

tratamientosde esterilizaciónUHT (1420Gdurante3 s) (Driesseny Van derWaals,

1978).

Las proteasasbacterianasy nativa actúan de forma diferente sobre las

caseínaspor lo que influyen de distinto modoen la estabilidadde la lechedurante

la conservación.La proteolisis acompañadade un incrementoen el nitrógenono

proteico y de la formación de para-K-caseína,es debida a enzimasde origen

bacteriano,mientrasquela proteolisisdebidaa la plasminaproduceun aumentodel

nitrógenono caseinicoy la formaciónde ‘y-caseína(Renner,1988).

Los métodosmásimportantesparaevaluarla actividadproteolíticay el estado

de la proteolisis de una leche son los siguientes:espectrofotometría(McKellar,

1981), estudio de la fracción nitrogenadasoluble a pH 4,6 medianteKjeldalh,

estudiode las diferentesfraccionesnitrogenadassolublesen ácido tricloroacético

medianteHPLC (López-Fandifioy col., 1993a)y análisisde la fraccióncaseinicade

la leche medianteelectroforesisnativao en presenciade agentesdesnaturalizantes

(López-Fandiñoy col., 1993b).
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OBJETIVOS

Los factoresque intervienenen la distribución del calor duranteel tratamiento

con microondasson de muy diversa naturaleza:característicasfisico-quimicas del

alimento,tamañoy forma del mismo, diseñodel horno,frecuenciautilizada, etc.

La lecheesuno de los alimentoslíquidosde los que existemayor información

sobre parámetrosindicadoresde la intensidad de procesostérmicos,así como del

deterioro durantela conservación.Por ello es un alimento muy adecuadopara el

estudiodel efectodel tratamientocon microondas.

En el presentetrabajoseha examinadoel comportamientode la lechedurante

el calentamientomediantemicroondasen sistema continuo y discontinuoy se ha

comparadocon tratamientostérmicos convencionales,con el objeto de establecer

condicionesde procesoqueasegurenun calentamientouniforme del productocon el

mínimo deteriorode los constituyentesy un períodoadecuadode vida útil.

Parael estudiodel comportamientotérmico de la lechese han utilizado como

indicadores:la formación de lactulosay furosina,así como la desnaturalizaciónde la

13-lactoglobulina,por ser los parámetrosque proporcionanmayor información sobre

la intensidaddel proceso.La fosfatasaalcalina y la lactoperoxidasa,la actividad

proteolítica y el recuentode bacteriastotales se han utilizado en el control de la

pasterizaciónde la lechey en la determinacióndel períodode vida útil.
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PLAN DE TRABAJO

El trabajo seha desarrolladode acuerdocon las siguientesetapas:

a) Tratamientoscon microondasen discontinuo:

- Estudiode los factoresque afectanal tratamientotérmico de leche.

- Determinacióndel gradode uniformidad del calentamiento,

b) Tratamientoscon microondasen continuo:

- Desarrollode un sistemaque permita el tratamientotérmico de la leche en

condicionesreproducibles.

- Establecimientode las condicionesde procesoqueasegurenla pasterización

de la leche con el mínimo deteriorode los constituyentes,así comoun periodo

de vida útil adecuado.

- Comparacióndel procesodesarrolladocon un tratamientoconvencionalen

condicionessimilares.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MUESTRAS

Tratamientosen discontinuo:

Para la puestaa punto del equipo microondasse utilizó leche comercial

desnatadaen polvo reconstituidaal 10% con aguadestilada.

En el casodel estudiodel gradientede temperaturaen el interior de la muestra

duranteel tratamientotérmicocon microondasseempleólechecomercialenteraUHT.

Seutilizó lecheentera,desnatada,concentradodeproteínas,pernieadoy tampón

fosfato 0,1 M con lactosa (5%) pH 6,8, en el estudio de la influencia de la

composiciónlácteaen la precisión de los calentamientosmediantemicroondas.Los

diferentestipos de muestrasde lechese obtuvieronapartir de lechecrudaprocedente

de la granjadiplomada“La Chirigota’, situadaen la Comunidadde Madrid.

El estudio comparativo realizado entre los calentamientosde leche con

microondasy convencionalesse llevó a cabocon lecheenteracrudaprocedentede la

granjadiplomadacomentadaanteriormente.

Tratamientosen continuo:

En el casode la puestaa punto del equipo microondasse utilizó lecheUHT

comercialenteray desnatada.

El resto de tratamientosse realizó con leche enteracruda de vacay cabra,

procedentesde las granjas ‘La Chirigota “ y “QueseríasIbéricas”, respectivamente;

ambassituadasen la Comunidadde Madrid,
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2.1.1. Pnparac¡ón de muestn,s

2.1.1.1.Disolución de lactosaen tarnyónfosfato

El tampónfosfato0,1 M con lactosaal 5% y pH 6,8, sepreparómezclando24,5

mL de Na2HPO40,2 Nt y 25,5mL de NaH2PO40,2 M, disolviendoen dicha mezcla

5 g de lactosamonohidratoy llevandoposteriormentela disolución hasta100 mL con

aguadestilada.

2.1.1.2.Desnatadode la leche

La lecheentera,mantenidapreviamenteen un bañoa 30
0C durante20 minutos,

secentrifugóa 5000 r.p.m. durante15 minutosy a 50C,Posteriormentese llevó a un

bailo de hielo, permaneciendoen el mismo 30 minutos, Por último se retiró la grasa

separadamedianteunaespátulay se filtró a travésde lana de vidrio.

2.1.1.3. Ultrafiltración

Mediante ultrafiltración se obtuvo el concentradode proteínasy el permeado

haciendopasarlechedesnatadaa temperaturaambientepor un equipode ultrafiltración

(Minitan System,Millipore) provistode unamembranade 10 KD, La lecherecirculó

hastaque se alcanzóun factor de concentraciónde 2,75.

2.1.1.4. Homogeneización

La lechese homogeneizóa 400C en un equipohomogeneizador(TR 50, Janke

and Kunkel, IKA-Werk) durante5 minutosa 50 Hz, Unavez preparadaslas muestras

se atemperaronen un bailo de agua a 250C para posteriormenterealizar los

tratamientos térmicos.
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2.1.1.5. Envasado aséntico

El envasadode la leche procesadaen continuo y destinadaal estudio del

períodode vida útil se llevó a caboen recipientesestérilesde 500 mL utilizando una

campanade flujo laminar(GELAIRE, Mod. TC12O, nivel de seguridad2).

2.2. TRATAMIENTOSTERMICOS

Se realizaron diferentes tratamientos térmicos, similares a los más

frecuentementeutilizados en la industria: esterilización y pasterización.Estos

calentamientosse llevaron a caboen discontinuoy tambiénen flujo continuo.

2.2.1. Tiatamientosen discontinuo

2.2.1.1.Horno microondas

Los tratamientostérmicos mediantemicroondasse realizaronen un equipo

MDS-2000(CEM Corporation)(figura 3) operandoal 100% de potencia(532 W) y

con una frecuenciade 2450 MHz en el magnetrón.El horno del microondasposee

unasdimensionesde 48,9 x 45,7 x 60,9 cm (anchurax alturax profundidad)y está

recubiertode un material especialque absorbeel excesode energíaparaprotegeral

magnetróny favorecerla uniformidad en la distribuciónde las microondas.También

con el objetode mejorardichauniformidad,contieneun distribuidor de las mismasy

un soportegiratorio de teflón quegira a 6 r.p.m. y quetiene doceposicionesparala

colocaciónde los recipientes(figura 4).

47





Figura 4. Distribución de los recipientesen el soportegiratorio del horno

microondasMDS-2000 (CEM Corporation)
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Los recipientes utilizados son de teflón y constan de un vaso cilíndrico (3,6 x

10,5 cm) alojado en otro, denominado cuerpo del vaso, provisto de un tapón de rosca.

Uno de los recipientes lleva incorporado un medidor de la presión interna y una sonda

de temperaturade fibra óptica, que se introduce en el recipienteprotegidacon un

capilar de vidrio pyrex. En el tapóndel recipientecontrol existendos orificios en la

partesuperiorparasu conexióncon los controlesde presióny temperaturay sistema

de descompresión.En la figura 5 se muestraun esquemadel recipientecontrol, El

resto de recipientessólamenteestánprovistos del sistemade descompresión.

La presiónyio la temperaturase miden de forma continuaduranteel proceso

y se registran posteriormente (figura 6) en una impresora Citizen Swift 9
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de presión

Tapón de rosca

4— Cuerpo del vasoVaso

Sonda de te
alojadaen capilard
vidrio

Figura 5. Esquemadel recipientecontrol del equipomicroondasMDS-2000.

Sistemade descompresión
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2.2.1.1.1.Comprobaciónde la potenciadel magnetrón

Parallevar a cabo la comprobaciónde la potenciadel magnetrónse siguió el

métodode Copson(1975).Segúneste método 1000 mL de aguaa 200C secalientan

durante2 minutosal 100%de potencia,midiéndoseposteriormentela temperatura.La

potenciase calculamediantela fórmula P = 35(W/0C)aT.

2.2.1.1.2.Calibración de la sondade temperatura

La calibraciónde la sondade temperaturase realizó entre60 y 1200C en un

baño de siliconaDigiterm 3000613(Selecta)con sistemade agitacióny control de la

temperatura(±10C).También se utilizó un termómetrode resistenciade platino

(Crison, Thermometer62013).

2.2.1.1.3. Condicionesde calentamiento

Se aplicaron diferentes tratamientos térmicos (al 100% de potencia en el

magnetrón)dependiendodel tipo de estudio a desarrollar:

a) Puestaapunto del equipo microondas:Serealizaroncalentamientosa 1200C

durante20 minutos, utilizando volúmenesde 5 a 25 mL de muestray variandotanto

el númerode recipientescorno su posición en el plato giratorio. Los ensayosse

repitieron2, 3 y 7 veces.

b) Estudiodel gradientede temperaturaen el interior de la muestra:La medida

de temperaturase efectuódespuésde 10, 14, 20, 25 y 30 segundosde calentamiento,

alcanzándosetemperaturasentre 37,5 y 85,50C. Los ensayos se realizaron por

cuadruplicado.
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c) Influenciade los componenteslácteosmayoritariosen el calentamientopor

microondas:Se realizaroncalentamientosa 1000C durante10, 20 y 30 minutos. El
número de ensayosfue 8.

d) Comparaciónde calentamientosde lechecon microondasy convencionales:

Se llevarona cabo tratamientostérmicosa 70, 100, 110 y 1200C durante10, 20 y 30

minutos. Los ensayossehicieronpor duplicado.

Unavez concluidoslos tratamientoslas muestrasse introdujeronen un bañode

agua-hielopara enfriar rápidamentela leche calentaday asi, evitar transformaciones

de los componenteslácteos,posterioresal períodode calentamiento.

2.2.1,2. Bailo termostatizado

Los calentamientosconvencionalesse realizaronen tubos cerradosde acero

inoxidable(2,16 mm x 3 m), quepermiten unarápidatransferenciadecalor(Pagliarini

y col., 1990), sumergidosen el bañode siliconadescritoen el apartado2.2.1.1.2..

Las condicionesde calentamientofueron70, 100, 110 y 1200C durante10>20

y 30 minutos. Los ensayosse hicieron por duplicadoutilizando un tubo de acero en

cadauno de ellos. Despuésde cadatratamiento,las muestrasseenfriaronrápidamente

en un bañode agua-hielo,con el objeto de evitartransformacionesde los componentes

lácteosposterioresal periodo de calentamiento.

2.2.2. Tratamientosen flujo continuo

2.2.2.1. Horno microondas

El calentamientopor microondasen flujo continuo se llevó a cabo haciendo

circular la leche a través de un tubo de teflón (0,5 x 125 ó 200 cm) situado en el

interior del horno, bien en la partesuperiorizquierdade la pared,bien en un soporte
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En el casode los tratamientostérmicosde pasterización,se conectó,a la salida

del horno, el tubo del interior de la cavidadcon otro tubo de teflón (0,8 x 45-98 cm)

llamado “tubo de mantenimiento”,rodeadode material aislante con el objeto de

mantenerla lechea la temperaturade salidadel horno duranteun determinadoperíodo

de tiempo (figuras 8 y 9).

Para impulsar la leche hacia el interior del horno microondas,se acopló al

sistemaunabombaperistáltica(Variable SpeedTubing Pump,Millipore). Con el fin

de alcanzardistintas temperaturasde calentamientose fueron variando los flujos

proporcionadospor la bomba,teniendoen cuentalas dimensionesdel tubo colocado

en la cavidaddel horno.

La medida de la temperaturase efectuó a la entraday a la salida del horno

mediantedos termómetrosdigitales (Digitem 2000) introducidosen piezasde vidrio

con forma de T, intercaladas en los tubos de teflón. En el caso de los tratamientos de

pasterizaciónserealizó un tercercontrol de la temperaturamedianteotro termómetro

digital (Digitem 2000) situadoa la salidadel tubo de mantenimiento.
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2.2,2.1.1.Condicionesde calen1amlento

Se aplicaron diferentestratamientostérmicos (al 100% de potencia en el

magnetrón)dependiendodel tipo de estudioa desarrollar:

a) Puestaa puntodel equipomicroondas:Tratamientostérmicospor duplicado
uvariando el flujo proporcionadopor la bomba entre 80 y 160 mL/mm. Las

temperaturasque se alcanzaron a la salida del horno microondas estuvieron

comprendidasentre96,7 y 61,3W.

b) Calentamientosde leche de vaca y cabra: Tratamientostérmicos por

triplicado variando el flujo proporcionadopor la bombaentre80 y 135 mL/mm. Las

temperaturasde salidaestuvieroncomprendidasentre96,2 y 73,10C.

d) Pasterizaciónde lechedevacay cabra:Tratamientostérmicospor triplicado

alcanzándosetemperaturasde salidapróximasa 72, 80 y 85W quesemantuvieronen

el tubo de mantenimiento0, 15 y 25 segundos.

Unavez finalizadoslos tratamientostérmicosse hizo pasarla leche a travésde

un tubode teflón (0,4 x 200 cm), inmersoen un bañode agua-hieloparaproporcionar

un rápido enfriamiento.

2.2.2.2. Pasterizadorde placasintercambiadorasde calor

Sellevarona cabotratamientosde pasterizaciónconvencionalen un pasterizador

de placasintercambiadorasde calor a escalade laboratorio (Armfield, Hampshire,

BH24, lDY) (figura 10). Dicho equipoestádiseñadoparaser capazde reproducir las

condicionesindustrialesdel procesoHTST.

El sistemaestáprovistode unabombaperistáltica(ColePalmer,Kl. 3023290),

una zona de placas,un tubo de mantenimientoy una calderacalefactoracon agua

caliente.La temperaturay el flujo de trabajo se seleccionana travésde unaconsola

control. La zona de las placasconstade tressecciones(figura 11): precalentamiento,
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formadapor 19 placas;calentamiento,formadapor 11 placas;y, por último, la sección

de enfriamientoque constade 5 placas.El tubo de mantenimiento(1,07 x 83 cm) es

de acero inoxidabley se encuentraprotegidopor un materialaislantecon objeto de

evitar pérdidasde calor. El precalentamientode la leche a tratar tiene lugar por la

transferenciade calorde la lecheya pasterizada,así se consigueun ahorroimportante

de la energía.El calentamientode la leche seproducemediantela transferenciade

calorde aguacalienteprocedentede la calderaqueseencuentraaunatemperaturade

6 a 80C por encimade la temperaturade pasterización.El enfriamiento final de la

leche queproviene de la zonade precalentamientodondeha cedido partedel calor a

la leche queseva a tratar,seproducemedianteun flujo de aguafría.

El control de la temperaturatuvo lugar a la entrada de la sección de

calentamientomedianteun termómetrodigital (Digitem 2000),y tanto a la salida de

la misma como al final de la sección de mantenimientomediantelas sondasde

temperaturadel equipo.

2.2.2.2.1.Condicionesde calentamiento

Los tratamientosde pasterizaciónse llevaron a cabo por duplicado y las

condicionesde calentamientofueron: temperaturaspróximasa 72, 80 y 850Cdurante

0, 15 y 25 segundosde mantenimiento,

2.2.2.3. Pasterizadortubular

Los tratamientosde pasterizaciónconvencionaltambién se realizaronen un

pasterizadordiseñadoen el laboratorio (figura 12) en el cual el calentamientose

produjoen un tubo deacero inoxidable(0,45 x 157 cm) enrolladoen espirale inmerso

en un bailo de aguaTectron3473200(Selecta),con sistemade agitacióny control de

la temperatura(±0,5W).La temperaturaa la salidadel tubo de acero se consiguió

mediantela regulaciónde la temperaturadel baño de agua,siendoéstaentre4-7W
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superior a la temperaturade salida de la leche. Para llevar a cabo las fasesde

mantenimientode la temperaturadepasterizacióny de enfriamientoseutilizaron los

mismostubos descritosparael microondasen el apanado2.2.2.1.. El control de la

temperaturay la propulsiónde la lechehaciael sistemaserealizótambiénde la forma

descritaen dicho apartado.

2.2.2.3.1.Condicionesde calentamiento

Los tratamientos de pasterización se llevaron a cabo por triplicado a

temperaturaspróximasa 72, 80 y 85W durante0, 15 y 25 segundosde mantenimiento.

2.3. CONSERVACIÓN

Tres lotes de leche de vacay otros tres de cabraprocesadostérmicamenteen

flujo continuomediantemicroondasseconservarona 4-50C durante10 días.

Dos lotes de leche pasterizadaen flujo continuo mediante microondasy

pasterizadorde placas seconservarona 4-50C durante15 dias,

A lo largo de la conservaciónsetomó muestraparallevar a cabola evaluación

del períodode vida útil de las lechesprocesadas,

2.4. METODOS ANALITICOS

Con objeto de estudiar el comportamientotérmico de la leche durante los

tratamientostérmicosllevadosa cabosedeterminaronlactulosa,epilactosa,proteínas

de suero no desnaturalizadas,furosina, fosfatasaalcalina y lactoperoxidasa,como

indicadoresde la intensidaddel calentamiento,Asimismose llevaron acaborecuentos

de bacteriastotales,estudiodel grado de proteolisisy análisis sensorialcon el fin de

evaluarel períodode vida útil de la lecheprocesada.
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2.4.1. Determinación de lactulosay epilactosapor cwmatognifiade gases

Se determinéel contenidoen lactulosay epilactosade la leche calentadaen

discontinuoen microondasy convencionalmentesiguiendo el método propuestopor

Olano y col. (1986). Según estemétodo 1 mL de leche se lleva hasta 10 mL con

metanolcon el fin de precipitarproteinasy grasa.Al cabo de una hora sefiltran las

muestrasprecipitadasy a 1 mL de la solución obtenidase le añade1 mL de solución

de patróninterno, fenil-J3-glucósidoal 1% en metanol/agua(70:30). Posteriormentese

evaporaa sequedaden rotavapora temperaturaambientey a continuaciónseañade,

0,1 mL de N-trimetilsilil imidazol como agentederivatizante,manteniéndolasen una

estufaa65W durantemediahora parafavorecerla reacción.Una vez queseenfrían

se añaden0,1 mL de hexanoy 0,2 mL de aguay se inyectanen el cromatógrafode

0,2 a 1 gtL de la faseorgánica.

Los análisiscromatográficosde los trimetilsilil derivadosde los carbohidratos

se llevaron a cabo en un cromatógrafode gasesSigma 3B (Perkin Elmer) equipado

con detectorde ionizaciónde llama, utilizando unacolumnamicrorrellenacon OV-17

al 2% sobre VolaspherA-2 120-140mesh(Merck) desilanizado,Como gasportador

se empleónitrógeno a un flujo de 10 mL/mm. La temperaturadel inyector y del

detectorfue de 300Wy la temperaturadel hornoprogramadade 200 a 2700C,con una

velocidadde calentamientode 150C/min y tiempo inicial de 2 minutos. Los datosse

recogieronen un integradorECl-lOO (Perkin-Elmer).

2.4.2. Deterndnac¡ón de proteínas de suero no desnatumilzadas mediante ILPLC

El análisis de las proteinasde suero se realizó en la leche procesadacon

microondasy convencionalmentetanto en discontinuocomo en continuo. En este

último caso la leche fue de vacay cabra. Se utilizó el método de Resrnini y col.

(1989), de acuerdo con el siguiente procedimiento: 50 mL de leche se llevan a un pH

de 4,6 por adición de HCI 2N, manteniéndosea temperaturaambientedurante15

minutos. A continuaciónsecentrifugala muestraa4000 r.p.m. durante20 minutosa
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unatemperaturade 50C. El sobrenadantese filtra a travésde papel Whatmann0 40 y

serealizandistintasdilucionesdel suero contampónfosfato 0,1 M pH 6,7, en función

del tipo de lecheprocesadaque se trate, Así, las dilucionesque serealizan son: 1:2,

1:5 y 1:10 paralechesestériles,UHT y pasterizadas,respectivamente.Porúltimo, las

muestrasse filtran a travésde membranasAcrodisede 0,2 ~m de tamañode poro y

se inyectan seguidamenteen el cromatógrafo.

El sistemacromatográficoempleadofue un equipoBeckmancompuestode dos

bombas programablesmodelo 126, un detectorUV de longitud de onda variable

modelo 166 y un inyectorautomáticomodelo502 con un bucle de cargade 50 uL. Se

utilizó unacolumnapoliméricade fasereversaPLRP-S(Polymer LaboratoriesLTD)

de 150 x 4,6 mm y 8 ~m de tamañode partícula.Los análisisserealizarona 400C,

y la deteccióna 205 nm. Como sistemade adquisiciónde datosse utilizó el System

EloId 7.11 (Beckman).Parala eluciónseutilizó un gradientebinariode los siguientes

eluyentes:TFA al 0,1% en aguay TEA al 0,1% en acetonitrilo.El flujo empleadofue

de 1 mL/mm.

La cuantificaciónse realizó por el método del patrón externo, calculandola

ecuaciónde la rectacorrespondienteparacadaunade las proteínasapartir depatrones

comerciales,

En el casode la leche de cabrase utilizó el mismométodo,pero realizándose

la preparaciónde las caseínascon HCI 2N a pH 4,2 y centrifugandoposteriormente

a 7000 r.p.m., todo ello encaminadoa lograr unamayor precipitaciónde las caseínas

para evitar su posible interferenciaen el análisiscromatográficode las proteínasde

suero. La cuantificación se hizo mediante el cálculo de los porcentajes de

desnaturalizaciónrespectoa la lechecruda,dadoqueno existíanpatronescomerciales

de proteínasde suero caprinas.
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2.4.3. Determinaciónde la fumsinamedianteRPLC

Para la determinaciónde furosina en las muestrasde leche calentadasen

discontinuocon microondasy convencionalmentese siguió el métodode Delgadoy

col. (1992). El procedimientoa seguires el siguente:a 0,5 mL de leche seañaden3

mL de HCI 7 N, resultandounanormalidadde 6. Estamezclase hidroliza a 110W

durante24 horas en tubos de hidrólisis cerradosa vacío. Los hidrolizadosobtenidos

se evaporana sequedaden rotavapora 400C.El residuosedisuelveen 0,5 mL de agua

y sefiltra a travésde unamembranaAnotec(Whatman)de0,2 ~tm.El filtrado sepasa

a través de un cartuchoSep-PackC
18 (Millipore) previamenteacondicionadocon

metano!y agua.Unavez eluidala muestra,sepasaunamezclaagua/acetonitrilo/ácido

fórmico (95/5/0,2)paraeluir la furosinaquepudieraquedarretenida,hastaun volumen

final de 5 mL.

El sistemacromatográficoconsistió en unabombamodelo510 (WatersAssoc3,

un inyectorRheodynemodelo 7125 con un bucle de carga de 20 kvL y un detectorde

longitud de onda variableSM 4000 (LDC Analytical), conectadosa un sistemade

tratamientode datosSystemEloId 7.11 (Beckman).Se utilizó unacolumnaSpherisorb

0D52 (Phenomenex)de 250 x 4,6 mm y 5 gtm de tamafio de partícula.Los análisis

se realizaronen condicionesisocráticasa temperaturaambientey a unalongitud de

onda de detección de 280 nm. Como fase móvil se utilizó una solución de

heptanosulfonatosódico5 mM, y ácido fórmico al 0,2%, en agua/acetonitrilo80:20.

El análisiscuantitativo de la furosinase llevó a cabo por el métododel patrón

externoy la rectacorrespondientese realizó con disolucionesde patronespreparadas

en el laboratorio mediantela adición de patrón puro de furosina a hidrolizados de

lechecruda. La furosinapatrón seobtuvo a partir de la hidrólisis del compuestode

Amadori E-N-(l-desoxi-D-fructosil)-L-lisina, sintetizadaen el laboratorio según el

métodode Finot y col. (1968).
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2.4.4. Pnieba de la fosfatasaalcaiina

La actividadde la fosfatasaalcalinasedeterminócualitativamenteen lasleches

de vacay cabracalentadasen continuoconmicroondasy convencionalmentemediante

el método de Aschaffenburg y Mullen (1949). Según este método 5 mL de

paranitrofenilfosfatodisódico al 0,15% en tampón carbonato-bicarbonatosádico 50

mM se colocan en tantos tubos de ensayocomo muestrasde leche procesadahaya.

Tambiénsepreparanotros dos tuboscon el reactivo,unoparaleche cruday otro para

leche hervida, Los tubos tapadosse colocanen un baño de agua a 37W durante5

minutos. Al cabo de esetiempo seañade1 mL de leche a cadauno ellos, se agitan

vigorosamentey seincuban en el baño de aguadurante30 minutos. La leche crudada

color amarillo intenso(positivo)porquetiene la fosfatasaactiva, sin embargola leche

hez-vida debedar un color blanco (negativo)al inactivarseel enzima.En función de

esto se puede evaluar la inactivación de la fosfatasaen las muestras de leche

procesada.

El método descritoesválido para la lechedevaca,sin embargoen el casode

leche de cabra se utilizó la modificación de Williams (1986). El fundamentoes el

mismo, pero se emplean3 mL de lecheen lugar de 1 mL y el períodode incubación

es de 4 horas en lugar de 30 minutos.

2.4.5. Pruebade la lactoperoxidasa

La actividad de este enzimasedeterminócuantitativamenteen lechedevacay

cabra procesadaen continuo medianteel método espectrofotométricodescrito por

Shindlery col. (1976).Segúnestemétodoa 25 pL de lecheseañaden5 mL de ABTS

en 0,1 M tampón acético-acetatopH 4,4. Esta mezclase divide en dos volúmenes

iguales.Uno de ellos sirve de control y al otro sele añaden50 j.tL de H202 5 mM y

se mide el incrementode absorbanciaa 413 nm entre los tiempos de 50 y 200

segundos;en nuestro caso se ha utilizado un espectrofotómetroLambda2 (Perkin
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Elmer) conectado a un ordenador Epson PC JI. El porcentaje de actividad

lactoperoxidásicade cadamuestraproblema se obtiene refiriendo su incrementode

absorbanciaal valor obtenidoparala lechecruda.

2.4.6. Recuentode bacteriastotales

El recuentode bacteriastotalesen lechedevacay cabraprocesadasencontinuo

serealizómedianteel método de rutina, Marshall (1993).Las dilucionesse hicieron

en baptopeptonaal 1% y las siembras en agar nutritivo al 2,35%. El periodo de

incubaciónfue de 48 horasa 37W.

2.4.7. Gradode proteolisis

En las lechesen las queseestudióel períododevida útil el gradode proteolisis

se determinómediante:

a) Colorimetría,midiendo los gruposamino libres de la fracciónsolubleen TCA al 8

con TNBS segúnel método de McKellar (1981). Las medidascolorimétricasse

realizaron con un espectrofotómetroShimadzuUV-120-01 y las absorbanciasse

convirtieronen .¡molesde glicina util izandopatronescuyasconcentracionesfueron de

0,05 a 0,5 mM.

b) Análisis electroforéticode las caseínas,separadasa pH 4,6, en PAGE-SDS.Las

electroforesisse realizaronen placas (180 x 160 mm) de 0,7 mm de espesor.Se

empleóla cubetamodeloSE 400 deHoefery la fuentedealimentaciónHoefermodelo

PS 500 XT (500 V, 400 mA y 200 W). La técnicaque se siguió fue la de Laemmli

(1970), siendoel gel de concentraciónde T 4% y C 2,7 % y un gel de resolución

de T=15%y C= 2,7 %. Se utilizó un juego de patrones(Pharmacia),constituidopor:

fosforilasaE (94KD\ albúmina (64KD), ovoalbúmina(43KD), anhidrasacarbónica

(3OKD), inhibidor de tripsina (20,1KD) y ct-lactoalbúmina(14,4KD). Las bandasse
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tiñeron con Azul de CoomassieR-250 (Winter y Anderson,1977) y los geles se

secaronentredos láminasde celofán en un secadora vacío (Bio-Rad 443) a 400C.

c) Análisis de la fracción solublea pH 4,6 medianteel métodoKjeldahl expresando

los datos como % de nitrógeno no caseinico. Con objeto de ampliar el rango de

compuestoscon grupos amino libres presentesen la fracción soluble se siguió el

métodoKjeldahl, ya que por colorimetríasiguiendoel método de McKellar sólo se

pudieron detectarlos aminoácidosy péptidosde bajo pesomolecular.

2.4.8. Análisis sensorial

Se realizaronpruebastriangularessegúnel métodoNO Standard4120 con 12

catadoresexperimentados.La comparaciónsiemprese hizo entrelechessometidasa

tratamientossimilares de temperaturay tiempo, pero procedentesde sistemasde

calentamientodistintos, bien microondaso bien pasterizadorde placas.Los catadores

dispusieronde dos tríos de muestras,en cadauno de los cualesexistíauna muestra

diferentea las otrasdos, elegidaal azar,

También se llevaron a cabo pruebasde preferenciasen las que los catadores

debían otorgar a las muestras, una calificación comprendida entre 1 y 9,

correspondiendola más alta a la que presentara las mejores características

organolépticasde acuerdoa suspreferencias.

En todos los casos los catadoresdispusieronde 20 mL de leche en cadavaso.

En la figura 13 se muestranlos modelosde fichas empleadasen el análisissensorial.

70



ANALISIS SENSORIAL
NOMBRE:

FECHA:

PRUEBA TRIANGULAR

En cada trío de muestraspresentadas,dos de las tres muestrasson igualesy otra

diferente.

Pruebelas muestrasde izquierdaa derecha,anotelas clavesen eseordeny señale con
un ciculo la que considerediferente.

TRíO A TRíO B

¿Le ha parecidodificil la prueba?¿Porqué?

PRUEBA DE PREFERENCIAS

Pruebelas muestrasdel dúo presentradoy clasifiquelasen la siguienteescala:

Clave de muestras

Me gustamuchísimo
2.- Me gustamucho
3.- Me gustamoderadamente
4.- Me gusta,aunquepoco
5.- Ni me gusta,ni me disgusta
6.- Me desagradaligeramente
7.- Me desagradabastante
8.- Me desagradamucho
9.- Me desagradaabsolutamente

Observaciones:

Figura 13. Modelo de fichas empleadasen el análisissensorialde la leche
pasterizada.
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2.5. TRATAMIENTO ESTADISTICo DE LOS DATOS

Para el análisis de la varianza (ANOVA) se utilizó el programaStatgrafics

Statistical SystemSoftwarey 5.0. (1991).

Los análisisde regresiónlineal sehan llevado a cabomedianteel programaiR

del paqueteestadísticoBMDP/DYNAMIC y 7,0 (1992).

La validación del modelo matemático propuesto se realizó según el

procedimiento de ‘dejar uno fuera’ y se calculó el valor del error estándarde

predicción (Sharaf y col., 1986) medianteel programa9R del paqueteestadístico

BMDP¡DYNAMIC y 7.0 (1992).
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III RESULTADOSY DIscusIoN



3. RESULTADOS Y DTSCUSION

3.1. TRATAMIENTOS EN DISCONTINUO

3.1.1. Puestaa punto del equipo

El tipo de horno en el quesehan llevado a cabolos tratamientostérmicoscon

microondases un sistemamultirresonante.Mediantedicho disefio, se creaun campo

electromagnéticoqueno estotalmenteuniformepor lo queesnecesariocaracterizarlo

y establecerlas condicionesque permitan, en la medidade lo posible, tratamientos

termicosprecisos.

Por otraparte,esteequipoestabadestinadoa realizardigestionespor lo quefue

necesariohacerun estudiosobrelas posibilidadesde su utilización comoun horno de

calentamientocontroladoen condicionesmássuavesque las habitualmenteempleadas

en la digestiónde muestras.

En primer lugar, secomprobóla potenciadel magnetrón(Copson,1975). La

casacomercial indicó quedicha potenciaera600 W, sin embargoexperimentalmente
Y resultó ser 532 W.

Asimismo, se realizó la calibración de la sonda de temperaturadel horno

microondas,pudiéndosecomprobarquelas temperaturasregistradasno variabancon

respectoa las obtenidascon un termómetrode resistenciade platino. Las lecturas

fueronreproduciblessiemprequela sondaestuvieraintroducidaen la muestramásde

1cm

Los tratamientostérmicosde prueba(1200C,20 minutos)serealizaronal 100%

de potencia en el magnetrón,ya que a menor potenciapuedealargarsela rampade
di
y calentamientoy aumentarlas oscilacionesde temperaturaincrementandoe! riesgo de

sobrecalentamientoen las muestras(Nikdel y col., 1993). El indicador térmico
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utilizado fue la lactulosa.

El estudio realizado sobre la influencia del volumen de muestra en el

calentamientocon microondaspusode manifiestoquevolúmenesinferioresa 25 mL

de leche no permitían controlar adecuadamenteel proceso, dando lugar a

sobrecalentamientosquéoriginabanpardeamientosexcesivoseinclusocarbonizaciones

apreciablesy desestabilizaciónde la leche,Esto sedebea quelos volúmeneselegidos

no eran los adecuadospara la potencia seleccionada(Sohiffmann, 1986). En los

ensayossucesivosel volumende lecheutilizado fue de 25 mL.

A continuación, estudiamosla influencia del número de recipientesy su

posición en el soportegiratorio dentrodel hornomicroondas,así comola situaciónde

la sonda de temperaturaen los recipientes, en la precisión de los calentamientos

(ensayosA, B, C, D, E, F, O, H, 1). Los resultadosobtenidosse resumenen la tabla

3, mostrándoseen las tablas4, 5, 6, 7, 8, 9,10> 11 y 12 todos los datosindividuales

de cadaensayo.
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Tabla4. Influenciade la posición de los recipientesen la formación de lactulosaa
1200C20 minutoscon microondasen el ensayoA.

Posición

Ensayo 3 6 9 x DSR
(mg/lOOmL) (%)

Al

A2

A3

x(mg/1OOmL)

DSR(%)

112,4

95,5

110,3

106,1

8,7

166,4

185,4

161,3

171,1

7,4

181,4

177,3

226,1

153,4

152,8

165,9

23,6

32,6

35,0

194,9

13,9

Tabla 5. Influencia de
120W

la
20

posición de los recipientesen la formación de lactulosaa
minutoscon microondasen el ensayoB.

Posición

Ensayo 1 3 9 x DSR
(mg/1OOmL) (%)

B2

xtjmg/1OOmL)

DSR(%)

164,7

174,8

169,7

4,2

156,4

132,8

1 44,6

11,5

255,6

258,4

192,2

188,7

28,6

33,8

257,0

0,8
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Tabla 8, Influenciade la posiciónde los recipientesen la formación de lactulosa
duranteel tratamientotérmico de lechea 120W 20 minutosen hornomicroondas

en el ensayoE.

Posición

Ensayo 1 5 9 (
(mgIi OOmL)

DSR
(%)

E] 175,3 170,5 204,3 183,3 10,0

E2 247,5 175,5 207,8 210,3 17,1

E3 209,7 131,2 181,4 174,1 22,8

(
(mg/10OmL)

210,0 159,1 197,8

DSR 17,1 15,2 7,2

Tabla9. Influenciade la posición de los recipientesen la formación de lactulosa
duranteel tratamientotérmico de lechea 120W 20 minutosen horno microondas

en el ensayoF,

Posición

Ensayo 2 6 10 x DSR
(mg!!OOmL) (%)

Fi

F2

F3

158,0

43,9

202,3

134,7

115,1

189,6

173,7

159,5

174,4

97,9

168,8

149,2

110,5

181,6

20,6

66,7

10,0

147,0

(mgIl OOmL)

DSR 60,6 24,6 29,0
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Tabla 10. Influencia de la posiciónde los recipientesen la formación de lactulosa
duranteel tratamientotérmico de lechea 120W 20 minutosen horno microondas

en el ensayoG.

Posición

Ensayo 3 7 11 X DSR
(mg!] OOmL) (%)

01

02

03

x
(mg/1OOmL)

DSR(%)

188,4

120,3

193,6

167,4

24,4

130,4

134,3

111,7

125,5

9,6

169,1

109,3

102,6

162,7

121,3

136,0

18,2

10,4

36,9

127,0

28,8

Tabla 11. Influencia de la posiciónde los recipientesen la formación
duranteel tratamientotérmicode lechea 120W 20 minutosen horno

en el ensayoH.

Posición

de lactulosa
microondas

Ensayo 4 8 12 x DSR
(mg/lOOrnL) (%)

Hl

H2

1-13

x

134,7

122,2

293,2

183,4

110,1

190,2

195,7

165,3

120,2

196,2

175,2

121,6

169,5

221,4

10,2

24,3

28,5

163,9

(mg!! OOmL)

DSR 52,0 29,0 23,9
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Se puedecomprobarla altavariabilidad encontradaen cuantoa la precisiónde

resultados.Los valores de DSR fueron elevadosen la mayor parte de los ensayos

realizados.La DSRresultóser, en general,inferior en las repeticionesdecalentamiento

(paraunamisma posición)que las repeticionesde las muestras(en distintaposición)

para un mismoensayode calentamiento.

En el casode los ensayosC y D dos parejasde recipientes(figura 4, apanado

2.2.1.1.) se colocaron en posiciones contiguas(8,9 y 4,5, respectivamente).Los

resultadosencontrados,en cuantoal contenidoen lactulosaserefiere,fueroninferiores

al resto de las posicionesestudiadas,lo cual implica la existenciade fenómenosde

apantatíamientoentre recipientescontiguosque da lugar a unamenor concentración

de las microondasen dichosrecipientesy en consecuenciala temperaturaalcanzada

en los mismoses inferior.

Debido a que el valor de DSR correspondienteal ensayo 1 (2 recipientes,

posiciones1 y 7 y posición de la sondaen 1) era el menor se decidió elegir las

condicionesempleadasen dicho ensayopara llevar a cabo tratamientostérmicos

posteriores.

Como seha podido comprobar,por los resultadosexpuestos,dentro del horno

microondasno existe una distribución homogéneade la energía,a pesarde estar

provisto de unaserie de dispositivosdisefiadoscon el fin de mejorarla uniformidad

de la energía en el interior del equipo. Por ello> resulta bastantedifícil realizar

calentamientosprecisos.Este aspectoha sido observadocon anterioridadpor otros

autores,así, Haywardy Kropf (1980) comprobaronque, durantela determinaciónde

la humedaden leche mediantemicroondas,existíanzonasen el interior del horno con

unamayor susceptibilidadparaoriginar, tantosobrecalentamientosde la muestracomo,

por el contrario, calentamientosinsuficientesde la misma.
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3.1.2. Gradiente de temperatura en el interior de la muestra

Con objetodeestudiarla variaciónde la temperaturaen el interior de la muestra

duranteel tratamientotérmicode lechecon microondasen discontinuo,se llevaron a

cabocalentamientosal 100% de potenciarealizandola medidasde la temperaturaen

15 posicionesdistintasde la muestra,tal y comose indica en la figura 14.

A partir de los datosexperimentalesse realizó un análisis de regresiónlineal

múltiple con el fin de obtener un modelo matemáticoque permitiera estimar la

variación de la temperatura(T) en función del tiempo de tratamiento (t),

profundidad(p) y la distanciaaxial al eje central (d). Paraello seutilizaron estostres

parámetros,suscuadradosy los productosentreellos segúnel siguientepolinomio de

segundogrado:

a + b1t + b2p + b3d + b4t
2 + b

5p
2 + b

6d
2 + b

7tp + b8td + b9pd + b10tpd (1)

siendoa, la ordenadaen el origen y b~ los coeficientesde regresiónde los parámetros.

En la tabla 13 se muestranlos valorescorrespondientesa la regresiónlineal y,

como se puede observar, a y los coeficientesde d, t
2, td, pd y tpd no son

significativamentedistintosde 0, por lo cual dichostérminosno deben incluirse en el
e.

polinomio, resultandola siguienteecuaciónde segundogrado:

T= 2,78t + 17,SOp - 5,1 Ip2 - 3,02d2- 0,36tp(t 3,35) (2)

El modelo propuestopresentaun coeficientede determinaciónde 0,959 y los

residuosestándistribuidosal azar alrededorde su valor medio y son independientes

del valor de la variabledependiente(T) (figura 15).
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Figura 14. Representaciónde las posicionesde toma de temperaturaen el
la muestra,tanto en profundidad(0,9, 1,7 y 2,4 cm) como a nivel axial (A,

A’), duranteel tratamientotérmico de lecheen el horno

interior de
B, C,By

microondas.

1.
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Tabla 13. Datos de la regresiónlineal de la temperaturaen función del tiempo de
tratamiento(t), profundidad(p) y distanciaaxial (d). (Gradosde libertad= 3).

Variable Coeficiente P
regresión

t

p

d

t2

p2

tp

td

pd

tpd

2,784

17,796

-0,958

-0,002

-5,109

-3,020

-0,362

0,008

0,280

0,034

0,000

0,000

0,621*

0,535*

0>000

0,000

0,000

0,934*

0,791*

0,485*

Ordenada -0,449 0,865*
origen (a)

*EI coeficientede regresiónno es distinto de cero con PcZO,00I
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Lá ecuación(2) estimael valor de la temperaturaen el interior de la muestra

con un error de±3,35W (errorde estimación).Tambiénseha podido calcular el error

de prediccióncuyo valor es de3,39W, muy próximo al anterior.

Por todo ello sepuedeasumirque el modelomatemáticomostradoesadecuado

para estimary predecirla temperaturade la lecheen cualquierpunto de la muestra>

en función del tiempo de tratamiento,profundidady distanciaaxial.

Utilizando dicho modelo matemáticopara cada uno de los tiempos de

calentamientoseobtuvieroncurvasde nivel en las cualesserepresentala temperatura

en función de la profundidady de la distanciaaxial, Lasfiguras 16 y 17 muestranlas

curvasde nivel correspondientesa 10 y 30 segundosde tratamiento.

87



26,5~C-’
37,30 -

0,8 3.4,5t

• 1

y’

2,0 ~

20t .\.§..C¾ ¡

-1,2 -0,8 -0,4 0,0 0,4 0,8 1,2
Distancia axial (cm)

Figura 16. Curvas de nivel dc la temperatura en función de Ja profundidady Ja distancia
axial, correspondientes al calentamientode lechecon microondasen discontinuo durante

10 segundos.
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Como puedeobservarseen estasgráficas, cuandoel calentamientoes de 10

segundosel centro del cilindro de muestraes la zona más caliente, y conforme

aumentael tiempo de tratamiento,el mayor calentamientoseproduceen el eje central,

en la zonamáspróximaa la superficie.Estehechopuededebersea queen recipientes

cilíndricosde pequeñodiámetro se produceun efecto de convergenciao enfoquede

la energíaen el centr¿ de la muestra(Mudgett, 1986; Prosetyay Datta, 1991). A

medidaquetranscurreel tiempo seproducenfenómenosde transmisiónde calor por

conveccióny la zona de mayor calentamientosedesplazaa lo largo del eje central

hacia la superficie, disminuyendo el gradiente entre el centro y la superficie y

aumentandoentreel centro y el fondo.

Todo esto indica que, en la muestra,en dirección axial, existendiferentes

velocidadesde calentamientoa distintasprofundidadesy quedichavelocidadesmayor

en la superficie que en el centro y en éste que en el fondo. Este hecho puede

constatarsetambién,mediantelas rectasde regresiónde la temperaturafrenteal tiempo

obtenidasmediante la ecuación (2) para los ejes A, B y C en cadauna de las

profundidadesestudiadas(no se incluyen A’ y B’ por ser simétricos con A y E,

respectivamente).En las figuras 18, 19 y 20 se representan dichas rectascon el

intervalo de confianzapara una seguridaddel 95%. En la tabla 14, se exponen los

valoresdel coeficiente de regresión(b) y de la ordenadaen el origen (a) de dichas

rectas. Como puede apreciarse,en los datos correspondientesa los tres ejes> la

ecuaciónquepresentaun mayor coeficientede regresiónesla de la superficie,siendo

la ecuaciónde la zona del fondo la que poseeun menor valor, debido a que las

microondasllegan másdificilmente al fondo del recipiente(Prosetyay Datta, 1991).

Cabedestacartambién que la velocidadde calentamientono dependede la distancia

radial, ya que, a una mismaprofundidadel valor del coeficientede regresiónes el

mismo en los tres ejes estudiados,excepto en el C a 1,7 cm de profundidad.Esto

último viene a corroborar lo comentado anteriormente acerca del efecto de

convergenciade la energíaen el centrode la matriza calentar,duranteel tratamiento

con microondasen discontinuoutilizando recipientescilíndricosdepequeñodiámetro

(Mudgett, 1986; Prosetyay Datta, 1991).
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Posición B (0,6 cm)
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Figura 19. Regresiónlineal de la tcmpcraturú
eje E a las tres profundidadescstudiadas.(•

frente al tiempo de calentamientoparacl
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Posición G (0,0 cm)
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Figura 20. Regresión lineal de la temperatura frente al tiempo de calentamiento
C a las tres profundidades estudiadas.(• Centro> ASuperficie, x Fondo)
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Tabla 14. Rectas de regresión de temperatura frente a tiempo (1= St + a) para los ejes

A,By C.

Eje Profundidad(cm)

0,9 1,7 2,4

b a b a 5 a

A 2,46 7,53 2,17 11,14 1,92 8,94

B 2,46 10>79 2,17 14,41 1,92 12,20

C 2,46 11,88 2,35 15,49 1,92 13,29

b: coeficientede regresión
a: ordenada en el origen
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Por los resultadosobtenidossepuedeconsiderarque, duranteel calentamiento

de leche con microondas en discontinuo se originan gradientes importantes de

temperaturaen el interior de la muestray que es posibleaplicar un polinomio de

segundogrado como modelo matemáticopara estimary predecir la variación de la

temperaturaexistente.
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3.1.3. Influenciade los componentes lácteos mayoritarios en el calentamientode la

leche por miemondas

La composición de un alimento determinaen gran medida las propiedades

fisicas del mismo y por tanto el modode absorcióny transmisiónde la energíacuando

se calientamediantemicroondas(Ohlsson, 1990). Por ello, esun factor a considerar

durantelos tratamientoscon microondas.

En la bibliografia no existendatosreferentesa la contribuciónde los diferentes

componenteslácteos en la precisión de los calentamientoscon microondas en

discontinuo,por ello se llevaron a cabo calentamientosde este tipo en muestrasde

leche entera,desnatada,concentradode proteínas,permeadoy tampón fosfato con

lactosa,La evaluacióndel deterioroproducidoen lasmuestrascomoconsecuenciadel

tratamientotérmico por microondasse realizó mediantela determinaciónde lactulosa.

En la figura 21 serepresentanlas tresgráficascorrespondientesa la formación

de lactulosa,en cuatro de los cinco tipos de muestraestudiados,los resultadosson los

valores medios con los intervalos de confianza (seguridaddel 95%>. Los datos

resultantesdel calentamientodel tampón fosfato se muestranen la tabla 15.
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Tabla 15. Contenidoen lactulosa(mg/lOOmL) del tampónfosfato 0,1 M con lactosa

(5%) y pH 6,8 calentadocon microondasen discontinuodurante10, 20 y 30 minutos

(n8).

Tiempo (minutos)

Muestm 10 20 30

Tampónfosfato con lactosa 107>1 134,2 217,8

(88,6~125,7)* (116,8-151,5)* (199,2~236,3)*

intervalosde confianzaparaP.CO,05

Con objeto de compararel comportamientode las muestrasde leche entera,

desnatada,concentradoy permeadoduranteel calentamientoa 1000C, 10, 20 y 30

minutos,se realizó un análisis de la varianza,y se comprobóque, a 10 minutos sólo

la lecheenteramostrabadiferenciassignificativas(P’C0,05), en cuantoal contenidoen

lactulosa, con respecto al resto de las muestras. A 20 minutos, las diferencias

significativas se encontraronentre el concentradoy la leche entera y entre el

concentradoy la desnatada.En los tratamientosde 30 minutos, sólo se apreciaron

dichas diferenciasentre el permeadoy las demásmuestras.En todos los casosse

observó que la dispersión de resultadosera muy alta, ya que los intervalos de

confianzafueronmuy amplios,tal y comose ha podido observaren la figura 21.

En todaslasmuestrasestudiadas,la formaciónde lactulosaincrementaconforme

aumentael tiempo de calentamiento.El hecho de que la isomerizaciónde la lactosa

se produzcaen mayor medida en el tampón fosfato que en el resto de muestras,se

debea la ausenciade calcio en dicho tampón.En lechey en sistemasquecontengan

este catión divalente,duranteel calentamientose forma un precipitado de fosfato

cálcico,disminuyendoel pH y en consecuencia,la formación de lactulosaes menor,

ya quedicha reacción seve favorecidaa pH básico(Jennesy Koops, 1962).
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El análisisde la varianzade las mediasde las DSR (figura 22) mostró queno

existen diferencias significativas (P>0,05) entre los diferentes tipos de muestras

ensayadas,siendolas DSR (valoresmedios)muy altos y los intervalosde confianza

muy amplios. Esto podría indicar que, duranteel tratamientocon microondasen

discontinuo en nuestro equipo la variabilidad es muy alta e independientede la

composición de la leche y es bastantedificil lograr una buena precisión en los

calentamientos.En cualquier caso, el posible efecto de la composición en el

comportamientotérmico del producto, debe ser inferior al rango de variación

observadoen los repeticionesde las muestrasensayadas.
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3.1.4. Comparación de calentamientos de leche por miemondasy convencionales

Con objeto de compararel efecto producidoen los componenteslácteosse

realizaron, en paralelo, calentamientos con microondas y calentamientos

convencionales.Dadoquela rampade calentamientoen los tratamientostérmicoscon

microondas es muy corta (40-50 segundos)los tratamientos convencionalesse

realizaronen tubos de acero inoxidable largos y estrechos,con objeto de obtener

rampasde calentamientolo máscortasposible(Ver apanado2.2.1.2.).

Los indicadorestérmicosutilizadosfueron: proteínasdesuerodesnaturalizadas,

formaciónde lactulosa,epilactosay furosina.Debido a quelasproteínasde sueroson

muy sensibles al calor, los tratamientos térmicos intensos producen su total

desnaturalización,por lo que, sólamentese determinaronen los tratamientosde 70W.

Duranteestostratamientosla formaciónde lactulosaesmuy baja (czsmg/lOOmL)y no

se forma epilactosa, ni tampoco furosina, por ello estos indicadores sólo se

determinaronen los tratamientostérmicosmásintensos.

3.1.4.1. Desnaturalizaciónde lasproteinasde suero

Lafigura 23 muestrados cromatogramasde las proteínasdesuero mayoritarias,

correspondientesa leche calentada70W durante30 minutosmediantemicroondasy

convencionalmente.Como sepuedeapreciardesdeun puntode vista cualitativo, los

dos cromatogramaspresentanun aspectosimilar, observándoseen amboscasosla

presenciade ct-lactoalbúmina,¡3-lactoglobulinay BSA.

La figura 24 muestrael contenidoen ct-lactoalbúrnina,¡3-lactoglobulinay BSA

de la lechecruday calentadaa70W 10, 20 y 30 minutos,tantoparael calentamiento

con microondascomoparael convencional.En ambostipos de tratamiento>a medida

que aumentael tiempo de calentamientose produceunamayor desnaturalizaciónde

las proteínasde suero.Como puedeapreciarse>el contenidoen las proteinassin
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Figura 23. Cromatogramascorrespondientesa las protefnasde suero mayoritariasde leches
calentadas a 700C durante30 minutosmediantemicroondasy convencionalmente.
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desnaturalizar es inferior cuando se utiliza el microondas como sistema de

calentamiento.Resultadossimilares obtuvieron Merin y Rosenthal (1984) cuando

realizaron calentamientosen discontinuo con microondas y con un sistema

convencionala 650C durante30 minutos,comprobandounamayor desnaturalización

de las proteínasde sueroen la lechetratadacon microondas.

Las leches calentadasmediantemicroondas presentanun contenido en

lactoglobulinasin desnaturalizarde 213-238 mg/lOOmL, comprendidodentro de los

limites establecidosparalechesdealtapasterización.El contenidoen f3-lactoglobulina

sin desnaturalizarde las lechessometidasa tratamientotérmicoconvencional,267-310

mgIlOOmL,estádentro de los valoresestablecidospara lechesde bajapasterización

(Buchheimy col., 1994) (Tabla2, apartado1.4,7).

3.1.4.2. Isomerizaciónde la lactosay reacciónde Maillard

La formación de lactulosay deepilactosa(figuras25 y 26, respectivamente)se

incrementa con el tiempo y temperaturade calentamientoen ambos tipos de

tratamientoy es superioren las muestrascalentadascon el microondasque en las

calentadasconvencionalmente.Comosepuedeapreciar,la diferenciaentreambostipos

de calentamientoesmayor a medidaquese incrementala temperaturade tratamiento.

En cuantoa la evaluaciónde las etapasinicialesde la reacciónde Maillard, la

figura 27 representael contenido en furosinade las muestrasestudiadasfrente al

tiempo de calentamiento,Podemosobservarque, en ambostipos de tratamiento,se

produce una mayor formación de furosina conforme aumentala temperaturay el

tiempo de calentamiento.Tambiénseponede manifiestoquela reacciónde Maillard

se da en mayor grado durante el tratamiento con microondas que durante el

convencional.
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Figura 26. Contenidoen epilactosa(mg¡100¡nL) de La lechecalentadaa 100, 110
y 1200C durante10, 20 y 30 minutoscon microondasy convencionalmente.
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Figura27. Contenidoen t’urosina (mg/ICOmL) de la leche calentadaa 100, 110 y.
1200C durante10, 20 y 30 minutos con microondasy convencionalmente.
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Los valores de lactulosay furosinahalladosen las muestrascalentadascon

microondasa 110W durante20 y 30 minutos,y a 120W durante10 minutos,asícomo

en las procesadasconvencionalmentea 110W durante30 minutosy 120Wdurante10

y 20 minutos,son similaresa los encontradospor Martínez-Castroy Olano(1978)para

la lactulosay por Erbersdoblery col. (1987) para la furosina,en lechescomerciales

esterilizadasen botella.

Con respectoa la relaciónlactulosa/furosinala tabla 16 refleja los resultados

correspondientesa ambostipos de tratamiento.En general,se observaque los valores

hallados son superioresen el caso de los calentamientosllevados a cabo con

microondas.Esto se debea que la relación lactulosa/furosinava aumentandocon el

tiempo de calentamientoy dado que en el tratamientocon microondaslas reacciones

de los componentesseencuentranaceleradas,el valorde dicharelaciónesmayor para

un mismo tiempo.

3.1.4,3. Comparaciónde la precisiónde los calentamientoscon microondasy

convencionales

En la tabla 17 se comparanlos valoresmediosde DSR correspondientesa la

formaciónde lactulosay furosinay a la desnaturalizaciónde las proteínasdesuero en

la lechecalentadacon microondasy convencionalmentey sepuedeobservarqueexiste

una mayor variabilidad en el primero de los casos.En 1980, Hayward y Kropf,

tambiéncomprobaronquelos valoresde DSR eran superiorescuandose utilizabaun

horno microondasen lugar de uno convencionalparala eliminaciónde aguaen leche.

Posteriormente,Fernández-Márquezy col. (1992), realizaron la determinacióndel

extracto seco en leche utilizando un horno microondas y uno convencional,y

estudiaronla formación de I-IMF duranteambostratamientos.Estosautorespusieron

de manifiestoquelos valoresde DSR eransuperioresen el caso de los tratamientos

con microondas,tanto parala determinacióndel extractosecocomoparala formación

de HMF.
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Tabla 16. Relación lactulosa/furosina(lu/fu) de lechecalentadaa 100, 110 y 120W
durante10, 20 y 30 minutospor microondasy convencionalmente.

Temperatura Tiempo

Relación¡u/fu

Microondas Convencional

CC) (minutos)

10 5,72 3,02

100 20 8,41 6,26

30 9,47 7,45

10 11,82 8,99

110 20 13,42 14,70

30 16,15 15,39

10 20,44 16,79

120 20 29,67 22,14

30 34,15 28,30
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Tabla 17. Valores medios de DSR (%) obtenidos para la formación de lactulosa,

furosinay desnaturalizaciónde proteínasde suero durantelos tratamientostérmicos

de la lechellevadosa cabode modoconvencional(n=18> y con microondas(n36).

Tralamienw Lactulosa Furosina Proteínasde suero

Convencional 8,7 3,0 2,7

Microondas 22,3 10,0 28,6

De acuerdo con los resultadosobtenidos> se puede deducir que la leche

calentadacon microondassufrereaccionesde isomerizaciónde la lactosa,reacciónde

Maillard y desnaturalizaciónde las proteínasde suero>observadastambiénen la leche

calentadamediantetratamientosconvencionales,Sin embargo,estas reaccionesse

producenen mayorgrado en el tratamientocon microondas,Esto puedeser atribuido

a la falta de uniformidad de la distribución de la temperaturaduranteeste tipo de

tratamiento,lo cual haceque existanciertos “puntos calientes” dondese produceun

efectoextra de aceleraciónde las reacciones.

Datta y Liu (1992), estudiandoperfilesde temperatura-tiempoen tratamientos

térmicos con microondas y convencionales concluyeron que, en condiciones

comparables,el primer tipo de calentamientopuede producir mayor degradación

térmicaqueel segundo,debido principalmentea factoresrelacionadoscon el tipo de

alimento y diseñodel equipo. Sin embargo,cuandoun tratamientocon microondas

ocasionamenor degradacióntérmica que uno convencional>se debe al rápido y

uniforme calentamientode las microondassobreel alimento,y estosólamenteocurre

en determinadascircunstancias.
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3.2. TRATAMIENTOS EN FLUJO CONTINUO

3.2.1. Puesta a punto del equipomicmondas

Con objeto de estudiarla influencia de la posición del tubo de teflón en el

interior de la cavidad del horno microondassobre el calentamientode la leche,se

llevaron a cabo tratamientostérmicossituando dicho tubo bien en la partesuperior

izquierda de la cavidad, bien en un soporte de PVC, apoyado en la base del

microondas.

En amboscasos,duranteel períodoinicial del calentamiento,partede la energía

incidentesedestinabaa calentarel sistema,por lo que la recogidade las muestrasse

realizó entre los minutos6 y 10. En la figura 28 semuestra,a modo de ejemplo, la

evolución de la temperaturafrente al tiempo al calentarlecheenteraen un tubo de

teflón de2 m situadosin soporteen la partesuperiorde la cavidad,utilizando 5 flujos

distintos. Como puedeobservarse,existe una rampade calentamientode 3 minutos

aproximadamente,hastallegar a la temperaturadeequilibrio. En nuestrocaso,la toma

de muestrase realizó a partir del minuto 6 paragarantizarque sehabíaalcanzadoel

equilibrio.

En todas las condicionesestudiadasel flujo fue laminar (Simpsony Williams,

1974).

Se realizaronpor duplicadocalentamientosde lecheUHT enteray desnatadaen

tubo de teflón de 2 m situado en la partesuperior izquierdade la cavidady en el

soportede PVC apoyadoen la basedel microondas,Los resultadoscorrespondientes

semuestranen la tablas 18 y 19, respectivamente.En amboscasosse observaque,

conformedisminuyeel flujo incrementala temperaturade la lechey viceversa,ya que

cuandolos flujos son bajosel tiempo de residenciade la lecheen el interior del tubo

sometidoa lasmicroondasesmayory seproduce,por tanto> un mayor calentamiento.
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Tabla 18. Condicionesde procesadode lecheenteray desnatadacalentadacon

microondasen flujo continuo en un tubo de teflón (0,5 cm x 2 m) colocado,sin

soporte,en la partesuperior izquierdade la cavidaddel horno,

Temperatum(0C)(DSR %) *

Flujo(rnL/miii) tr(s) Leche

160 15

desnatada entera

67,3(0,5%) 67,2(0>4%)

135 17 71,8(0,5%) 72,6(0,7%)

117 20 80,7(0,5%) 8 1,2(0,6%)

105 23 90,1(0,5%) 89,1(0,4%)

*Medida realizadaentrelos minutos 6 y 10 (n18).
tr: tiempo dc residenciaen el horno.
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Tabla 19. Condicionesde procesadode lecheenteray desnatadacalentadacon

microondasen flujo continuo en un tubo de teflón (0,5 cm x 2 m) colocadoen el

soportede PVC, apoyadoen la basedel horno microondas.

Tempemtum(”C)(DSRVa) *

FlujoÚnL/,nin) Ir(s) Leche

160 15

desnatada entem

61,3(0,6%) 62,2(0,4%)

135 17 68,6(0,5%) 68,6(0,3%)

117 20 75,4(0,5%) 75,3(0,6%)

105 23 78,6(0,6%) 79,1(0,4%)

95 25 86,3(0,40/o) 85,5(1,0%>

89 27 9 1,5(0,7%) 92,4(0,4%)

80 30 96,7(0>2%) 96,4(0,3%)

*Mcdida realizadaentrelos minutos 6 y 10 (n=18).
tr: tiempo de residenciaen el liorna.
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En ambas tablas se compruebaque las fluctuacionesde temperaturadurante el

tratamientotérmico de la leche, fueron muy bajasya que los valores de DSR están

comprendidosentre0,2 y 1,0%. Por otraparte, las temperaturasalcanzadaspor la leche

entera (3,5% de grasa) y la desnatadafueron similares. Kudra y col. (1991)

comprobaronquesólo seapreciandiferenciassignificativasentreel calentamientode

leche enteray desnatadacon microondasen flujo continuo, cuando los niveles de

grasaen leche son superioresal 10%. Tambiénpuedeobservarse que, en idénticas

condiciones de flujo, la temperatura de la leche calentada en el tubo situado en la parte

superiorfue mayor que la alcanzadaen la leche procesadaen el tubo situado en la

base del horno. Esto es debido probablementea que en el primer caso el tubo se

encontrabamuy próximo al magnetróny la lecheseestabasometidaa la acciónde las

microondasdeforma másdirecta,Por otra parte,al situarel tubo de teflón sin apoyo

en la parte superior, la medida de la temperaturade la leche no se realizaba

inmediatamentea la salidadel horno,ya quefue necesariointroducirel tubo mediante

unasguías metálicasexistentesen la pared izquierda del equipo. Esto suponeun

recorridoadicionalde 30 cm en los que la lechepermanececaliente continuandolas

alteracionesde los componenteslácteos que se originan por el calentamiento.Sin

embargo,en el casodel tubo situadoen la basedel horno,el accesoa la cavidadse

realizó a travésde unos orificios practicadosen la pareddel horno, lo cual favorece

el manejo del sistema y permite la medida de la temperatura de la leche

inmediatamentea la salida del horno,Por ello, en los ensayossucesivossedispusoel

tubo de teflón en el soportedePVC apoyadoen la basedel horno microondas.

Con estadisposiciónserealizaronpor duplicadocalentamientosen un tubo de

teflón de 1,25 m de longitud con el fin de lograr temperaturasdel mismo ordenque

lasconseguidasmedianteel tubo de teflón de 2 m pero en un intervalo detiempo más

corto,paralo cual tuvimosquevariar los flujos de trabajo.En estecasosólo seutilizó

lecheenterayaqueno seobservódiferenciade temperaturaenel ensayoanteriorentre

enteray desnatada.Los resultadoscorrespondientessemuestranen la tabla 20. Como

puedeobservarse,tambiénfueron escasaslas fluctuacionesde la temperatura,ya que

los valoresde DSR estáncomprendidosentre0,3 y 0,7%.
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Tabla 20. Condicionesde procesadode leche enteracalentadacon microondasen

flujo continuo en un tubo de teflón (0,5 cm x 1,25 m) colocadoen el soportede

PVC, apoyadoen la basedel horno microondas.

Fh<jo(mL/min) Ir(s) Temperatura

(DSR %) *

135 11

Lecheentera

72,2(0>4%)

117 13 78,5(0,3%)

lOS 14 89,0(0,4%)

95 16 95,0(0,7%)

*Mcdida rcalizadaentre los minutos 6 y 10 (n18).
tr: tiempo dc residenciaen el horno.
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3.2.2. Calentamientode lechede vacay de cabmmedianteinicmondas

De acuerdo con los resultadosobtenidosy con objeto de llevar a cabo un

amplio estudioacercade los efectosde las microondassobrevarios componentesde

la leche> se realizarontratamientostérmicosde lechecruda con microondasen flujo

continuo, utilizando tubos de teflón de 2 y 1,25 m, situadosen el soportede PVC

apoyadoen la base del horno, empleandolas condicionessefialadasen las tablas 19

y 20. Estostratamientosseaplicarona lechede vacay cabracon el fin de estudiarel

comportamientode estos dos tipos de leche frente al tratamiento térmico por

microondas.

3.2.2.1. Ensayoscon tubo de 2 m

3.2.2.1.1.Tratamientosténnicos

Los calentamientosserealizaronpor triplicado. En la tabla 21 se resumenlas

condicionesde procesadopara leche de vaca y cabra> así como las temperaturas

individualesparacadaensayoy la temperaturamedia,con los correspondientesvalores

de DSR. Se puedeapreciarque, unavez alcanzadala temperaturade equilibrio, ésta

se mantienecon pocas variaciones,tal y como se comentóen el apartado3.2.1..

También se pone de manifiesto que, en términos generales>la precisión de cada

tratamientoesbuena,ya quelos valoresde DSR estáncomprendidosentre0,5 y 2>2

3.2.2.1.2.Inactivaciónde lafosfatasaalcalinay la lactoperoxidavc2

Para leche de vaca, todas las muestras calentadas en las condiciones

anteriormentecomentadasdieron negativoen el test de la fosfatasa,lo cual significa

que en todos los casosse ¡nactivó dicha enzima. Por tanto, en baseal ensayo de la

fosfatasa alcalina, todas las muestras procesadaspodrían considerarse como

pasterizadas.
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Tabla211. Condicionesde procesadode lechede vacay cabracalentadaspor microondas

en flujo continuo en un tubo de teflón de 2 m.

Leche de vaco Leche de cabra

flhqo(mt/vii ~‘O Ensayo TCC)[DSR %] r/DSR %] Ensayo TCCflDSR%] 4DSR‘0
[Ir(s)]

1 76,3 [0,6]

2 73,0 [0,3] 74,8 [2,2]
[20]

3 75,4 [0,3]

4 75,1 [0,3]

5 75,7 [0,5]

6 77,5 [0,5]

7 81,6 [0,2] 10 78,8 [0,8]

8 79,9 [0,6] 81,0 [1,2] II 79,6 [0,5]

9 81,5 [0,4]

13 87,9 [0,9]

12 81,4 [ 0,1]

16 87,5 [0,3]

14 86,8 [0,4] 87,1 [0,8] 17 85,6 [0,31

15 86,6 [0,4]

19 89,5 [0,5]

20 88,5 [0,4] 89,6 [1,2]

21 90,7 [0,7]

18 85,8 [0,9]

22 89,7 [0,7]

23 90,8 [0>9]

24 89,0 [1,5]

25 96,3 [1,5] 28 96,8 [0,05]

26 95,4 [1,9] 96,2 [0,8] 29 96,5 [0,07]

27 96>9 [0,1] 30 95,8 [0,7]

jj9iempo de residenciaen el horno.

117 76,1[1,6]

105
[23]

79,9 [1,6]

95
[25]

86,3 [1,2]

89
[27]

89,8 [1,0]

80
[30]

96,4 [0,5]
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Sólamentepresentó actividad lactoperoxidásicala leche calentadaen las

condiciones más suaves(74,80C de temperaturamedia), siendo el porcentaje de

inactivaciónparadicha enzimadel 23%.

Respectoa la leche de cabra, las lechesprocesadasa 76,1, 79,9 y 86,30C

resultaronser fosfatasapositivas, a temperaturassuperiores1.a fosfatasase inactivó

totalmente.Por otra parte, la lactoperoxidasase inactivó un 39 y 77% en la leche

calentadaa 76,1 y 79,9W, respectivamente.En el restode ensayosla lactoperoxidasa

seinactivó por completo.

Teniendoen cuentaque la termorresistenciade la fosfatasaalcalinaes menor

quela de la lactoperoxidasa,los resultadosobtenidosparael testde la fosfatasaponen

de manifiestolas limitacionesde dicho test cuandoseaplica a lechede cabraa pesar

de la modificacióndel método.

3.2.2.1.3. Recuentode bacterias totales

En el caso de la leche de vacacon una carga inicial de 2,5,d0~ ufc/mL se

produjo una reducción aproximada del log ufc/mL de 2>4 unidades debida al

tratamientode la leche mediantemicroondas,paralas lechescalentadashasta89,6y

96,20Cy del log ufc/mL de 2 unidadesen el restode condicionesestudiadas.El grupo

de expertos de productos lácteos de la UE establece,como límite para leches

pasterizadas,un recuentode 5x104ufc/mL (Stepaniak,1991), por lo que la leche de

vacaprocesadaen las condicionesensayadaspuedeconsiderarsecomopasterizada.

La leche crudade cabrautilizadaresultóser de peor calidadmicrobiológicay

másvariablesegúnel lote, quela lechedevaca,por lo quesedecidió utilizar dos lotes

distintos de esta leche con el fin de comprobar si la reducción en el número de

microorganismosera adecuadaen amboscasos.En los calentamientosrealizadosa

temperaturasde 76,1, 79,9 y 86,3W se utilizó una leche cruda con una carga
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bacterianainicia] de 1,6x~Q8log ufc/mL y comoconsecuenciadel calentamientose

produjounareduccióndel log ufc/mL de 4>2, 4,3 y 4,4 unidades,respectivamente.En

el resto de tratamientostérmicos se utilizó una leche crudacon una carga inicial de

6,3x1~ log ufc/mL y la reduccióndel númerode bacteriastotalesfue del log ufc/mL

de 5,8 unidades.

3.2.2.1.4.Desnatu,ulizactónde las proteínasde suero

Para evaluar el deterioro producido en la leche por el tratamiento con

microondas en flujo continuo, se utilizó, como índice de calentamiento la

determinaciónde las proteínasde suerono desnaturalizadas,

Ladesnaturalizaciónde la ct-Iactoalbúmínatantode lechebovinacomocaprina,

resultó ser, en términos generales,inferior al 6%, lo cual suponeun bajo porcentaje

de desnaturalizaciónpara dicha proteinaya que es, de las tres proteínasde suero

mayoritarias,la que presentaunamayortermoestabilidad,

En la figura 29 se representanlos porcentajesde desnaturalizaciónde la fJ-
lactoglobulina y la BSA. En general> el porcentajede desnaturalizaciónde estas

proteínasaumentaen función de la intensidaddel tratamientotérmico aplicado en

ambostipos de leche.En el casode la ~3-lactoglobulina>se observaque la caprinaes

mássensibleal calorque la bovina, comprobándoseéstode una forma másacusada

al aumentarla temperaturade tratamiento,Sin embargo,la BSA secomportade forma

opuestaa la ¡3-lactoglobulina.En la bibliografiano existendatosdel comportamiento

de ambasproteínas(tanto de vacacomode cabra) frenteal tratamientotérmico con

microondasen flujo continuo, Sin embargo,nuestrosresultadosestánde acuerdo con

los obtenidos por Calvo y col. (1989) para tratamientosconvencionalesde leche de

vacay cabra. Estosautoresrealizaroncalentamientosentre74 y 90W, durante15 y

30 segundosy comprobaronque la ¡3-lactoglobulinadevacasedesnaturalizabamenos

que la de cabra, ocurriendolo contrario para la BSA.
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El contenido medio en j3-lactoglobulinade la lechecruda de vacafue de 352

~~g/100mL. Los nivelesde ¡3-lactoglobulinasin desnaturalizarobtenidosen leche de

vacacalentadapor microondasen flujo continuo,estáncomprendidosentre227 y 329

~ng/1OOmL,por lo que> estarían dentro de los límites establecidospara leches

sometidasa altapasterizacióny pasterizaciónHTST (Bucheimy col,, 1994) (Tabla2,

Apartado 1.4.7).

3.2.2.2. Ensayoscon tubo de L25 m

Se realizaroncalentamientoscon microondasen flujo continuoutilizando tubo

le menor longitud con objeto de comprobar,si al reducir el tiempo de residencia

lentro del horno microondas,sepodialograr tambiénla pasterizaciónde la leche>pero

~onuna menor desnaturalizaciónde las proteínasde suero.

3.2.2.2.1. Tratamientostérmicos

Los calentamientosse realizaronpor triplicado. En la tabla 22 seresumenlas

~ondicionesde procesadopara leche de vacay de cabra>así como las temperaturas

ndividualesparacadaensayoy la temperaturamedia,con los correspondientesvalores

le la DSR. Al realizar los calentamientosen un tubo de menor longitud los tiempos

le residenciasereducen,alcanzándose,paraun mismo flujo, una mayortemperatura

íue en tubo de 2 m. Con la serie de flujos ensayados(135-95 mL/mm) seabarcael

riismo intervalo de temperaturaque en los calentamientoscontubo demayor longitud.

~[ igual que ocurríacuando los calentamientosse realizaron en tubo de 2 m, las

eniperaturasalcanzadasse mantienen constantesa lo largo del procesoy las

‘ariacionesentrecalentamientospara un mismo flujo son muy pequeñas(0,2-1,3%).
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Tabla22. Condicionesde procesadode lechede vacay cabra calentadaspor

microondasen flujo continuo en tubo de teflón de 1,25 m.

Lechede vaca Lechede cabra

Flujo Ensayo TC<Z) XfDSR%J
(mL/mm,) fDSR%1

[ir(s)]

Ensayo T<’0C) Y/DSR%]
/DSR%~/

1 73,2 [0,4]

2 72,7 [0,4] 73,1 [0,5]

3 73,4 [0,6]

7 80,4 [0,5]

8 79,8 [0,8] 80,2 [0,5]

9 80,5 [0,8]

4 77,6 (0,5]

5 77,1 [0,8] 76,8[ 1,3]

6 75,7 [0,6]

10 82,9 [1,0]

11 81,8 [1,0] 82,0 [1,0]

12 81,4 [ 0,8]

13 88,7 [0,8]

14 89,1 [0,5] 88,9 [0,2]

15 89,0 [0,8]

16 90,1 [0,6]

17 91,4 [0,8] 90,7 [0,7]

18 90,7 (0,9]

19 94,7 [1,0]

20 95,7 [1,0] 95,1 [0,6]

21 94,8 [0,7]

22 96,7(0,7]

23 96,1(0,9]

24 96,3 [1,0]

135
[11]

117
[13]

105
[14]

95
[16,0]

tr: tiempo de residenciaen el horno.

96,4 [0,4]
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3.2.2.2.2.Inactivaciónde lafosfatasaalcalinay la lactoperoxidasa

Para la leche de vacasólamenteel tratamientoa 73,1W resultó ser fosfatasa

positiva, por lo que, segúnestetest, el resto de los calentamientosrealizadosde las

cuatro condicionesde calentamientoutilizadascondujerona la pasterizaciónde la

leche.

En cuantoa la lactoperoxidasa,la lechede vacasometidaa los dos tratamientos

más suaves,73,1 y 80,2W, fue lactoperoxidasapositiva, siendo los porcentajesde

inactivaciónen amboscasosde 6 y 82%, respectivamente.

Parala lechede cabrael test de la fosfatasafue positivo en la lechecalentada

hasta 76,8 y 82,00C, siendoen los otros dos calentamientosnegativo. Como ya se

comentóen el apartado3.2.2.1.2.hay queconsiderarlas limitacionesde estetest en

lechede cabra.

Los porcentajesde inactivación de la lactoperoxidasapara estosdos ensayos

(76,8 y 82,00C)fueron 13 y 90%, respectivamente.Estosvaloresson superioresa los

obtenidosparala leche de vaca,debido posiblementea que en el casode la lechede

cabralos valoresde temperaturafueron ligeramentesuperiores.

3.2.2.2.3.Recuentode bacterias totales

La cargabacterianainicial de la leche de vacautilizada en estos tratamientos

fue de 6,3x105 ufc/mL. Como consecuenciadel calentamiento se produjo una

reduccióndel log ufc/mL de 2,5 unidadesen la leche menoscalentada(73,1W) y del

log ufc/mL de 3,8 unidadesen las otras tres(80,2, 88,9 y 95,20C).Taly comoocurrió

con los ensayosllevados a cabo en el tubo de 2 m, todas las leches procesadas

presentaronrecuentosde bacteriastotalesque estánpor debajo de 4,7 log ufc/mL,

limite propuestoporel grupode expertosde la UE paralechespasterizadas(Stepaniak,

1991).
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En la leche de cabra,con unacargainicial de 7,9>4Q6ufc/mL, se produjo una

reduccióndel log ufc/mL de 4,6 y 4,9 unidadesen la leche calentadamássuavemente

(76,8W) y en el resto(82,0, 90,7, 96,4W), respectivamente.

3.2.2.2.4.Desnaturalizaciónde las proteínasde suero

Al igual de lo que ocurríaen el casode los tratamientostérmicoscon el tubo

de 2 m, el porcentaje de desnaturalizaciónde las proteinasde suero estudiadas

incrementóconformeaumentabala intensidaddel tratamientotérmicoaplicado.

No seobservódesnaturalizaciónde la c¿-laotoalbúminaa 73,1 y 80,20Cen leche

de vaca, ni a 76,8 y 82,0W en leche de cabra(condicionesmássuaves).A 88,9 y

95,1W, la desnaturalizaciónde la a-lactoalbúminadevacafue 1>1 y 3,7% y a 90,7 y

96,40Cen el caso de la lechecaprina,la desnaturalizaciónde estaproteínafue de 2>5

y 5,1%, respectivamente.

Los porcentajesde desnaturalizaciónobtenidospara la ¡3-lactoglobulinaen la

leche de cabra fueron superioresa los de la leche de vaca y para la BSA el

comportamientofue el opuestoal de la ¡3-lactoglobulina(figura 30). Estosresultados

coincidencon los comentadosen el apartado3.2.2.1.4..

La desnaturalizaciónde las proteínas de suero observada durante estos

tratamientosfue inferior a la encontradaen los ensayosrealizadoscon el tubo de 2 m,

probablementedebido a que, aunque las temperaturasalcanzadasa la salida eran

semejantes,los tiemposde residenciaen el interior del horno fueron inferiores.
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Atendiendo a los test de lactoperoxidasay fosfatasa alcalina, así como al

recuentodegérmenestotales,esposiblela pasterizaciónde la lecheen el tubo de 1,25

m con un mínimo deteriorode los constituyentes.No obstante,al tratarsedeun nuevo

proceso,serianecesariodeterminarlas condicionesen lasque los posiblesgérmenes

patógenospresentesen la lechecrudaseinactivan.Alternativamente>la lechecalentada

mediante microondas puede mantenerse un periodo de tiempo suficiente a la

temperaturade salidadel horno paraasegurarla destrucciónde gérmenespatógenos.

3.2.2.2.5.Conservaciónde lechede vacaycabrapmcesadastérmicamente

Las lechede vacay cabracalentadaen tubo de 1,25 m y en las condicionesen

las quesedestruyela fosfatasaalcalinase puedenconsiderarcomopasterizadas.Dado

quela lechepasterizadacomerciales un tipo de lecheprocesadacuyo periodode vida

útil es muy corto (Stepaniak,1991),creímosde gran interésrealizarun estudio para

determinaresteperíodoen la lecheprocesadaen flujo continuo por microondasbajo

las condicionesensayadas.

El estudiode conservaciónse llevó a caboen tres lotes de lechedevacay tres

de cabraprocedentesde los ensayosn0 3, 9 y 15 (lechedevaca)y 6, 11 y 17 (leche

de cabra)recogidosen la tabla22, La lecheseconservóa 4-5W durante10 díasy se

realizó la toma de muestralos días0, 2, 4, 6>7> 8 y 10 del períodode conservación,

evaluándosela vida útil medianteíndicesmicrobiológicosy proteolíticos.

El período de vida útil de las leches pasterizadas, según criterios

microbiológicos, es el tiempo quetranscurrehastaalcanzarnivelesde 2x106-3X101

ufc/mL, en cuanto al número de bacteriastotalesse refiere(Stepaniak,1991). Estos

nivelesy másespecíficamentela proteolisisque seproducecomoconsecuenciade la

actuación de las enzimasnativas o bien las procedentesde los microorganismos,

originan la apariciónde saboresdesagradableslo cual implica el rechazopor partedel

...consumidor(Bishop y White, 1986).
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3.2.2.2.5.1.Evaluaciónde la vida útil medianteindicesmicrobiológicos

La carga inicial de la leche crudafue de 6>3 x lO5 y 7,9 x 106 ufc/mL para

leche de vaca y cabra, respectivamente.En la figura 31 se puede observar el

incrementoen el númerode bacteriastotalesduranteel almacenamientoa4-50Cde la

leche de vaca y cabra calentadas.En todos los casos (excepto en la leche

correspondienteal ensayo15), el recuentototal de bacteriasaumentóhasta7-8 log

ufc/mL al final del período de almacenamiento.En leche de cabra, la población

bacterianasedesarrollógradualmentea lo largo del almacenamiento,mientrasqueen

lechede vacasepudo observarun periodode latenciade4 díaspara las lechesde los

ensayos3 y 9, y de 2 díaspara la lechedel ensayo15. El hecho de queen esteúltimo

casoel tiempo de latenciafueramáscodo,a pesarde habersido calentadala lechea

una temperaturamás alta, podría deberseprobablementea una contaminaciónpost-

tratamiento,por ello su seguimientose abandonóel día 6 del almacenamiento.En el

ensayo 17, a pesar de haber calentadola leche en unas condicionesmás severas,

muestraun elevadorecuentodespuésdel cuarto día de almacenamiento.

Schmidty col. (1989),comprobaronquecuandola temperaturadepasterización

es elevadasepuedeproducirun mayorcrecimientomicrobianodurantela conservación

del productoy como consecuenciauna disminuciónde la calidad del mismo. Este

hecho podíaestarrelacionadocon la destrucciónde factoresantimicrobianoso bien

con la activaciónde esporasdurantelos procesosde pasterizaciónllevadosa cabo en

condicionesmásseveras(Cromiey col,, 1989).Lavigney col. (1989)demostraronque

la lechede cabraprocesadaa 81W durante16 segundospresentaunavida útil inferior

que la calentadaa 74W durante 16 segundos.Por tanto es preciso alcanzar un

compromiso entre la temperaturay el tiempo de calentamientoa los cuales la

destrucciónde los microorganismosy de factores antimicrobianos>así como la

inactivación de las esporasconduzcana un menor deteriorode la leche durantela

conservación.
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3.2.2.2.5.2.Evaluaciónde la vida útil medianteel estudiodel grado de

proteolisis

El gradode proteolisissedeterminómedianteel estudiode la fracción soluble

en TCA al 8%, expresándolocomo ~molesdeglicina/mL de leche. En la figura 32 se

muestrala evolución delaproteolisisa lo largo del almacenamientotantoparala leche

bovinacomocaprina.Se puedeobservarque, recién procesada,la lechequepresentó

mayor actividadenzimáticafue la de cabra. Sin embargo,durantela conservacióna

4-5W en la leche de cabraapenasse observóvariaciónen los tresensayosestudiados,

adiferenciade lo queocurrecon la lechedevacaen los ensayos3 y 9> ya queapartir

del día 8 de almacenamientose produjo un aumento importante en el grado de

proteolisis.
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El análisis de la fracción caseinicade leche de vaca medianteSDS-PAGE

(figura 33), demostróla formaciónde productosde degradacióncorrespondientesa la

acción de lasproteasasde los microorganismos.Comosepuedeapreciar,aparecepara-

i<-caseina,que seforma a partir de la K-caseína(Fairbainy Law, 1986).

VACA CABRA
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Figura 33. Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de agentes

desnaturalizantes(SDS-PAGE) de caseínasde lechesde vaca (1-6) y cabra(8-13)

calentadascon microondasen flujo continuo y almacenadasa 4-5%?. (7) Juego de

patrones:fosforilasa B (94KD), albúmina(64KD)> ovoalbúmina(43KD), anhidrasa

carbónica(3OKD), inhibidor de tripsiria (20,1KD) y ct-lactoalbúrnifla(14,4KD).
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Losresultadosobtenidosde la conservaciónde lechedevacay cabraprocesadas

con microondasen flujo continuoutilizando un tubo de 1,25 m ponende manifiesto

que, a pesarde no habersometido las muestrasa unascondicionesmuy severasde

tratamiento,presentaronunavida útil de 6 díasalmacenadasa 4-50C.
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3.2.3. Pasterizaciónen flujo continuomediante¡niemondasy enpasterizad<>rdeplacas

Loscalentamientosen flujo continuoconmicroondas,comentadosanteriormente

(Apartado 3.2.2.),no se correspondencon procesosde pasterizaciónconvencionales,

ya que en estosúltimos unavez alcanzadala temperaturadeseada,ha de mantenerse

éstaduranteun cierto tiempo>generalmentesegundos.Por ello, seprocedióa realizar

ensayosde pasterizaciónen leche de vacay cabrautilizando el horno microondasy

un pasterizadorde placas para calentar la leche a la temperatura requerida,

manteniéndolaposteriormenteel tiempo necesariocon el objeto de llevar a cabo la

pasterización.

3.2.3.1. Pasterizaciónde leche devaca

3.2.3.1.1.Pasterizacióncon microondas

Se llevarona cabocalentamientospor triplicado ene1tubo de 1,25 ti> utilizando

flujos comprendidosentre 91 y 118 mL/mm y alcanzándosetemperaturasde saliday

tiempos(de residenciay mantenimiento)recogidosen la tabla 23. La toma de muestra

se realizó a la salida del horno microondasy a la salida del tubo de mantenimiento.

Se estudió la inactivación de la fosfatasa alcalina y de la lactoperoxidasay la

desnaturalizaciónde la ~-lactoglobulina.Los resultadoscorrespondientesse muestran

en la tabla 23 y se comentana continuación.
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3.2.3.1.1.1.Inactivaciónde la fosfatasaalcalinay la lactoperoxidasa

Conrespectoa la inactivaciónde la fosfatasaalcalina,sólo dio positivala leche

calentadaen las condiciones más suaves (72>600) y recogida a la salida del

microondas.

En cuanto a la inactivación de la lactoperoxidasa,como puedeapreciarse,

aumentaamedidaqueincrementala severidaddel calentamiento,siendoprácticamente

del 100% a partir de 79,60C de temperatura y 15 segundos de tiempo de

mantenimiento.

3.2.3.1.12.Desnaturalizaciónde la ¡3-lactoglobulina

En la tabla 23 se muestranlos porcentajesde desnaturalizaciónde la ¡3-

lactoglobulinapara cadauno de los tratamientosde pasterizaciónrealizadoscon el

microondasen flujo continuo. Comopuedeapreciarse>a medidaque son más severas

las condicionesde calentamiento>se produceunamayor desnaturalizaciónde dicha

proteína.A temperaturaspróximasa 72%?,por ser unas condicionesmuy suavesde

calentamiento,la desnaturalizaciónde la j3-lactoglobulinaes muy pequeña(inferior al

3%). Sin embargo a temperaturaspróximas a 80 y 8500 se hace más notable

alcanzandovaloresdel 28,0% en las condicionesmásseverasempleadas(85>7%?,25

segundosde mantenimiento).A temperaturasen el entornode 80 y especialmentede

85%? se observaque la mayor desnaturalizaciónde la j3-lactoglobulina se produce

durantela fase de calentamientoy queel aumentode 10 segundosen el tiempo de

mantenimientono suponeun incremento importanteen la desnaturalizaciónde la

proteína.

El nivel de ¡3-lactoglobulinasin desnaturalizarde la [echecrudade partida fue

de 376,8 mg/lOOmL y en las lechesprocesadasestuvocomprendidoentre265-375

mg/lOO mt. Estasúltimas, tienenun nivel de f3-lactoglobulinasin desnaturalizarque

está por encimadel limite propuestopor el grupo de expertosde la UE paraleche
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pasterizada(Bucheimy col., 1994) (Tabla2, apartado1.4.7.).

3.2.3.1.2.Pasterizacióncon un pasterizadordeplacas

Al igual que en el caso de los tratamientospor microondas,se realizó un

estudio del efecto producido en la leche por el calentamientoen la faseanterior al

mantenimientode la temperaturade pasterización.Paraello se seleccionaronunos

flujos de trabajo de 420, 300 y 180 mL/mm y unastemperaturasde calentamiento

entorno a 72, 80 y 85~C, controlándoseéstas a la entrada y a la salida del

intercambiadorde placas.

Asimismo, se llevaron a cabo los tratamientosde pasterizaciónpropiamente

dichos, donde la leche a la temperatura de pasterizaciónpasaba al tubo de

mantenimiento,siendo los tiemposde residenciaen el mismo de 15 y 25 segundos.

Estostiemposseconsiguieronmediantela regulacióndel flujo de la bombaperistáltica

impulsorade la leche a 300 y 180 mL/mm.

En la tabla 24 se reflejan las condicionesde tratamiento en cuanto a flujo,

temperaturaa la entraday a la salida del intercambiadorde placas, tiempo de

residenciaen el mismoy tiempo de mantenimientoen el tubo, así como los resultados

de la inactivaciónde la fosfatasay la lactoperoxidasay de la desnaturalizaciónde la

13-lactoglobulina.
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Tabla24. Inactivación de la fosfatasaalcalinay la lactoperoxidasa,y

desnaturalizaciónde la ¡3-lactoglobulina(~-lg) en leche de vacapasterizadaen el

pasterizadorde placasa diferentestemperaturasy tiempos.

Flujo

ÚnL/min)

C

CC)

Tiempo

(s)

Irnictlvación

enzimál ¡ca

e/odesncwfur.)

en i’ rada salida ir Im Fosfatc¿sa Lactoperox. ¡3-ls

placas placas (s) (s) (Yo)

420

300

300

180

180

420

300

300

180

180

420

300

300

180

180

5 1,4

5 1,6

51,6

51,8

51,9

57,2

55,4

55,4

55,0

55,1

60,4

60,4

60,3

59,3

59,3

72,6

72,6

72,3

72,8

72,5

80,0

80,0

80,1

80,0

80,3

84,9

84,5

85,3

84,8

84,7

<r:tiempo de residenciaen el horno.
ini tiempo dc mantenimiento.

+

+

15,9 3,2

18,3

0,0

0,0

15,0

0,0

25,0

0,0

0,0

4,9

58,0

34,5

92,0

8,0

7,9

1 l,¡

6,985,7

7,1

10,0

10,0

16,7

16,7

7,1

10,0

10,0

16,7

16,7

7,1

10,0

10,0

16,7

16,7

15,0

99,0

100,0

0,0

25,0

10,9

27,8

12,4100>0

0,0

100,0

0,0

3 1,9

100>0

15,0

100>0

0,0

12,0

14,9

46,0100,0

25,0

100,0

100,0

iR >0

53,1
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Como se observaen dicha tabla, la leche entraen el intercambiadora una

temperaturasemejanteala deun procesode termización(implica mínimasalteraciones

en los componenteslácteos),ya que, previamente,la lechepasterizadacedecalor a la

leche crudaqueentraal sistemaparaprecalentarla(Ver apartado2.2.2.2.,figura 11)

3.2.3.1.2.1.Inactivaciónde la fosfatasaalcalinay la lactoperoxidasa

En cuantoal testde la fosfatasaresultóserpositivo sólamenteen el tratamiento

a temperaturaspróximasa 7200 con tiemposderesidenciaen el intercambiadorde 7,1

y 10 segundosy sin períodode mantenimiento.

Se comprobóque, a medida que las condicionesde calentamientoson más

enérgicas,la desnaturalizaciónde la lactoperoxidasatambiénes superior, quedando

totalmenteinactivadaa partir de 80%?.A temperaturasen el entornode 72%?sepuede

comprobarqueel periodode mantenimientoafectaen gran medidaya queseproduce

un 1 8,3% de inactivación enzimáticaen leche sin sufrir mantenimiento(fosfatasa

positiva) y un 58,0% con 15 segundosde mantenimiento;asimismose produceun

34,5%, y un 92,0% de inactivación lactoperoxidásicasin mantenimientoy con 25

segundosde mantenimiento>respectivamente.

Comparandola inactivación lactoperoxidásicaproducidacon este tratamiento

y la producidacon el tratamiento por microondas>puede comprobarsecomo la

inactivación fue mayor en el tratamiento con pasterizadorde placas cuando la

temperaturade pasterizaciónfue de 7200, aproximadamente(Ver tabla 23, apanado

3.2.3.1.1.)

3.2.3.1.2.2.Desnaturalizaciónde la 9-lactoglobulina

La tabla 24 muestra el efecto de las condiciones de proceso en la

desnaturalizaciónde la j3-lactoglobulinaen las distintasetapasde la pasterizaciónen

flujo continuo.
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A medidaqueaumentael tiempo deresidenciade la lecheen el intercambiador

de placas incrementala desnaturalizaciónde la ¡3-lactoglobulina.A 72,800 dicha

desnaturalizaciónfue inferior al 8,0% para 16,7 segundos> máximo tiempo de

residenciaensayado.La desnaturalizaciónde la 13-lactoglobulina aumentócon la

temperaturade proceso,así,paratiemposde residenciaen el intercambiadorde 7>1 y

16,7 segundos,los porcentajesde desnaturalizaciónfueron a 800C, 6,9% y 12,4%

respectivamente,y a 84,9 y 84,800, 12,0 y 18,0%> respectivamente.En esteúltimo

caso(temperaturaspróximasa8500), sepuedecomprobarcomoun incrementode7,1

a 16,7 segundosen el tiempo de residenciaen el intercambiadorde placas,no supone

un aumentoproporcionalen la desnaturalizaciónde la ¡3-lactoglobulina(de 12,0 a 18,0

%). Esto puededebersea que, paratiemposcortosde residenciaen el intercambiador

y temperaturasaltas, existe un mayor flujo de aguacaliente desdela calderadel

pasterizadorpara incrementarla temperaturade la leche>lo cual conducea unamayor

desnaturalizaciónde la ¡3-lactoglobulina,en esascondiciones.

Respectoa la etapa de mantenimiento a la salida del intercambiador,la

desnaturalizaciónde la ¡3-lactoglobulinaaumentócon el tiempo y la temperatura.En

las condicionesmássuaves(72,300/15segundos)sealcanzóunadesnaturalizacióndel

8,0% mientrasque despuésde un mantenimientoa 84,700durante25 segundosse

desnaturalizóel 53,1% de la ¡3-lactoglobulinainicial.

El contenido de ¡3-lactoglobulinasin desnaturalizarde la leche crudafue de

376,8 mg/lOOmL. La lecheprocesadaa temperaturasentorno a 72 y 80%?mediante

el intercambiadorde placasdurante15 y 25 segundos,poseeunosvalores(260 y 346

mg/lOOmL) que seencuentrandentrodel límite propuestopor el grupode expertosde

la UE paralechespasterizadas.Lascorrespondientesa los tratamientosa 85,3~Cy con

15 segundosde mantenimientoposeenun contenidosemejante(203 mg¡lOOmL) al

límite establecidopor la FIL y por el grupo de expertosde la UF paralechesometidas

a alta pasterización,sin embargola procesadaa 84,7%?durante25 segundostiene un

contenidoen ¡3-lactoglobulina(176 mg/lOOmL), queestápor debajode dicho límite
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(Bucheimy col., 1994), (Ver tabla 2, apartado1.4.7.).

Comparando estos resultados con los obtenidos en la pasterización con

microondaspuedeobservarseque el pasode la leche por el intercambiadorde placas

producemayor desnaturalizaciónde la lactoperoxidasay de la ~-lactoglobulinaqueel

calentamientoen horno microondas. Estas diferencias pueden atribuirse a un

sobrecalentamientode la leche que está en contacto con la superficie del

intercambiadorde placas cuya temperaturaes del orden de 6-ST superior a la

temperaturade proceso,mientrasque el horno microondasel calentamientotienelugar

en el interior de la masade leche.

Por lo que respectaal efecto del periodo de mantenimiento sobre los

componentesestudiadostambiénse observóqueen el casodel pasterizadordeplacas

tuvo lugar una mayor desnaturalización.En este caso, el origen de las diferencias

residen en la forma de enfriamiento de la leche procesada.En el caso del

calentamientopor microondases inmediatapor inmersión en baño de hielo mientras

que en el pasterizadorde placasla lechepasaaun intercambiadordondeseenfría con

leche cruda que a su vez se calientacomo etapaprevia a la pasterización.Dicho

enfriamientoeslento y puededar lugara degradacionesde las proteínas.

Por otra parte>el disefio del intercambiadores un factora teneren cuentaen el

comportamientotérmico de los componenteslácteos.En un estudiosobrela utilización

de enzimascomoíndicesde tratamientotérmicosecomprobóqueparala mayorparte

de enzimasensayados,incluyendo lactoperoxidasa,la termoestabilidadfue menoren

el intercambiadorde placasque en un pasterizadortubular de laboratorio (Griffiths,

1986).
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3.2.3.1.3Conservaciónde lechepasterizadaconmicroondasy conpasterizador

de placas

Dado que estostratamientostérmicosaplicadosson procesosde pasterización

verdaderosera de gran interés comprobarel periodo de vida útil de estas leches

pasterizadascon microondasy con pasterizadorde placas.Paraello primeramentese

calentarondos lotes de leche en ambossistemasa 80%? durante 15 segundos.La

temperaturade conservaciónfue 4-5%? durante15 días, a lo largo de los cuales se

realizó el recuentode bacteriastotales,medida del grado de proteolisis y análisis

sensorialen las muestrasconservadas.

La figura 34 representa,(a) el control microbiológicoen cuantoal número de

bacteriastotalesy (b) el grado de proteolisisexpresadocomoel % de nitrógeno no

caseinico(b).

La cargabacterianade la leche crudaresultó ser de 3,2xi04 ufc/mL. La leche

recién pasterizada,tanto por microondascomo medianteel pasterizadorde placas,

presentónivelescorrespondientesa unalechepasterizada(CSxlo4 ufc/mL; Stepaniak,

1991>. A partir del séptimo día de conservaciónse observó que en el lote

correspondienteal pasterizadorde placassedesarrollóun mayor númerode bacterias

queen el lote calentadocon microondas,llegandohasta7,3 y 6 log ufc/mL en ambos

casos, respectivamente.Por tanto> a lo largo de período de conservaciónla leche

calentadacon microondasresultó tenermejorescaracterísticasmicrobiológicasque la

leche calentadacon el pasterizadorde placasy amboslotespresentaronperíodosde

vida útil muy largos,ya que, incluso a los 15 díasde consevación,tuvieron niveles de

bacteriastotalespor debajodel criterio establecidopor Stepaniak(1991) para evaluar

la vida útil de la leche pasterizaday conservadaen refrigeración.

Conrespectoal gradode proteolisis duranteel almacenamiento,en la figura 34

(b), se puede apreciarque la leche tratadacon microondas>en términos generales>

manifiestaunamenorproteolisisquela procesadacon el pasterizadorde placas,lo cual

se traduceen un menor deteriorode la leche.

142





Por otra parte, 12 catadoresexperimentadosllevaron a cabo el análisissensorial

de los dos lotes de leche pasterizadadurante el almacenamiento,Las pruebas

triangularesrealizadasdurantela primerasemanamostraronqueno existíandiferencias

significativasentreellas(Pc0,05).Tambiénserealizaronpruebasde preferenciasy se

pudo comprobarque, a partir del día 6 de almacenamientola leche tratadacon el

microondaserapreferidacon respectoa la del pasterizadorde placas,recibiendouna

calificación superior(figura 35). La puntuaciónque recibió la leche tratadacon el

pasterizadorfue en declive durante todo el almacenamiento,sin embargo la

correspondienteal tratamientocon el microondasrecibió puntuacionesaltas tras 10

díasde conservación.

Los resultadosobtenidosindican que la leche de vacapuede pasterizarsede

modo eficazmedianteel tratamientoconmicroondasen flujo continuoy quemediante

estetratamiento,la lechepresentaun períododevida útil largoy buenascaracterísticas

sensoriales.
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3.2.3.2. Pasterizaciónde leche de cabra

Al igual que en leche de vaca, se han llevado a cabo calentamientosde

pasterizaciónen flujo continuo con microondas en tubo de 1,25 m y con un

pasterizadorde placas,con el objeto de estudiarla influencia de estos dos tipos de

calentamientosobrela composiciónde la lechede cabra,

Se realizaron por duplicado calentamientos72,5 y 80,1%? de temperatura

durante 15 segundosde mantenimiento>no alcanzándosetemperaturassuperiores

(85%?) ya que la formaciónde depósitosen las placasintercambiadorasde calor fue

muy elevada,lo queoriginó unadisminuciónde la transferenciade calor a la leche.

3.2.3.2.1.Pasterizacióncon microondasy conpasterizadordeplacas

En la tabla25 semuestranlos resultadosde lasdeterminacionesllevadasacabo

en la leche de cabraprocesada.
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3.2.3.2.1.1.Inactivaciónde la lactoperoxidasa

En cuantoala inactivaciónde la lactoperoxidasa,seobservóun 9,9 y un 20,2%

para el tratamiento a 72,5%? con microondas y con pasterizador de placas,

respectivamente.Los calentamientosa 80,10C condujerona la inactivacióntotal del

enzimaen amboscasos.

3.2.3.2.1.2.Recuentode bacteriastotales

La cargainicial de la lechecrudafue de 6,3 x i07 ufc/mL y comoconsecuencia

de los tratamientostérmicosa 72,5 y 80,1%?se produjo unareducciónde 2,9 y 3,5

unidadeslogarítmicasen el casodel microondasy de 2,9 y 3>2 log ufc/mL en el caso

del pasterizadorde placas.

En la bibliografía no existendatosreferentesal efectodel tratamientotérmico

con microondasen flujo continuosobrelos microorganismosde la lechedecabra.Sin

embargo>Thompsony Thompson(1990), en un estudiosobre pasterizaciónde leche

decabracon un microondasdomésticodemostraronque, tratamientosen discontinuo

de 650C durante30 minutos produjeronunareduccióndel log ufc/mL de 6 unidades

con respectoa la leche cruda, sin perjudicarla calidad organolépticade la leche,

3.2.3.2.1.3.Desnaturalizaciónde la ¡3-lactoglobulina

A 72,5 y a 80,10C,la desnaturalizaciónde la j3-lactoglobulinafue de 3,9 y de

14,8%, durantelos calentamientoscon microondasy de 6>1 y 37,5%, durantelos

calentamientoscon el pasterizadorde placas,respectivamente.Puedecomprobarse

como al aumentarla temperaturase produceuna mayor desnaturalizaciónde la 9-

lactoglobulinacuandola pasterizaciónse realizacon pasterizadorde placas.

Al comparar la desnaturalizaciónde la ¡3-lactoglobulina de cabra y vaca

observadadurantela pasterizaciónde leche con microondasy con pasterizadorde
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placas (tabla26), seobservaque la termosensibilidadde la ¡3-iactoglobuiinade cabra

es superiora la de vaca, sobre todo en tratamientosenérgicos(800C), encontrándose

mayor diferenciaen el casode los calentamientoscon el pasterizadordeplacasque en

Jos correspondientesal microondas.

Tabla26. Desnaturalizaciónde la ¡3-lactoglobulina(%) de leche de vacay cabra

pasterizadacon microondasy con pasterizadorde placasa 72 y SO0C durante15

segundos.

Microondas Pasterizadordeplacas

7200 8000 72%? 8000

Vaca 1,9 12,2 8,0 27,8

Cabra 3,9 14>8 6>1 37,5

Por los resultadosobtenidosse puedecomentarque> en general,el tratamiento

en flujo continuode leche de cabratanto con microondascomo con un pasterizador

de placasreducende modo efectivo el número de bacteriastotales,produciendoel

tratamiento con microondasmenores modificaciones en los constituyentes.Las

diferenciasencontradasen la lechetratadamedianteambossistemasde calentamiento

podríanatribuirse,comosevio parael caso de la pasterizaciónde la lechede vaca, al

diferente diseírio de equipos>lo cual hace que ambostipos de tratamientono sean

totalmentecomparables.
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3.2.4. Companición de tmtam¡entos de pasteiizac¡óncon miemondas y con

pasterizadortubular

Dado quelos tratamientosde pasterizaciónrealizados,con el microondasy con

pasterizadorde placasno son totalmentecomparables,seprocedióa realizarensayos

de pasterizaciónde leche de vacaen tubo de acero inmerso en un bafio de agua

caliente, utilizando las mismascondicionesde tratamientoe idéntica velocidad de

calentamiento,que se habían empleado en los tratamientos pasterización con

microondas(tabla27).

Se realizaron calentamientospor triplicado y se estudiaron los mismos

indicadoresdel calentamientoquelos comentadosparael tratamientocon microondas

y con pasterizadorde placas: inactivaciónde la fosfatasaalcalinay la lactoperoxidasa,

y desnaturalizaciónde la ¡3-lactoglobulina(tabla27).

3.2.4.1. Inactivación de la fosfatasaalcalina y la lactoperoxidasa

En cuantoa la inactivaciónde la fosfatasaalcalina,sólo dio positiva la leche

correspondienteal calentamientoa 72,3%?,recogidaantesde la fasedemantenimiento>

al igual que ocurriaen los tratamientoscon microondas.

A temperaturasen el entornode 72%? la lactoperoxidasase inactivó menosde

un 11% en ambos sistemasde calentamiento,siendo la inactivación ligeramente

superioren el tratamientocon el pasterizadortubular. Comosepuedeobservar,en los

dos casos,el tiempo de mantenimientoredujo la actividad lactoperoxidásica.A partir

de temperaturaspróximasa 800C la inactivaciónde la enzimafue total, exceptoen el

tratamiento llevado a cabomediantemicroondasy sin fase de mantenimiento.
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3.2.4.2. Desnaturalizaciónde la ¡3-lactoglobulina

La desnaturalizaciónde la ¡3-lactoglobulina aumentacon la severidad del

tratamientotérmico en ambossistemasde calentamiento.En general,a temperaturas

próximas a 80 y a 85%? la desnaturalizaciónde la ¡3-lactoglobulina incrementa

considerablementecon el tiempo de tratamiento.

Con objeto de comparar la desnaturalizaciónde la ¡3-lactoglobulinaoriginada

durantelos tratamientosde pasterizacióncon microondasy conunpasterizadortubular,

se realizó un análisis múltiple de la varianzade los resultadoscorrespondientesa los

calentamientos realizados a temperaturas entre 79,6 y 80,6%?. Los datos

correspondientesa los calentamientosllevadosacaboa temperaturaspróximasa 72%?

fueronexcluidosde dicho análisis dado que, a estastemperaturaslos porcentajesde

desnaturalizaciónde la ¡3-lactoglobulinason muy bajos (inferior al 5%) en los dos

tipos de calentamientoempleados,y las diferenciasentreellospuedenestardentro del

error de la metodologíaanalítica empleadapara su determinación.Considerandoel

efecto del sistemade calentamiento,la desnaturalizacióntérmica originada por la

pasterizacióncon microondasfue comparativamenteinferior a la producidapor el

pasterizador tubular, aunque sólo se encontraron diferencias estadísticamante

significativas (P<0,01)a temperaturaselevadas(— 850C)

Algunos autorestalescomo, Datta y Hu (1992) han atribuido las diferencias

entre los tratamientoscon microondasy convencionalesa que los primeros son más

rápidosy uniformes.Dado que, en nuestrocaso,la velocidadde calentamientofue la

mismaen ambostratamientos,dichas diferenciaspuedendebersea variacionesen la

distribución del calor, Cabedestacartambiénque, en los tratamientosrealizadosen el

pasterizadortubular, la diferenciade la temperaturade la lechey del agua del baño

aumentaconformeincrementala temperaturade calentamiento,de tal forma que, para

alcanzaren la lechetemperaturasa la salidade —72%?, el aguadel baño debíaestar

a 75,50C, sin embargo,cuando la temperaturade salida deseadaera de —850C la
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programaciónde la temperaturadel aguadel baño debía hacersea 92%?, lo cual

incrementael gradientede temperaturade la lecheen el interior del tubo. Así,a —85%?

la desnaturalizaciónproducida en la ¡3-lactoglobulina como consecuenciadel

tratamientoen el pasterizadortubularessignificativamentesuperiora la ocasionadapor

el tratamientocon microondas.

De los resultadosobtenidosse puedeconcluir que a —720C la inactivaciónde

la lactoperoxidasay la desnaturalizaciónde la ¡3-lactoglobulinason inferioresal 10 y

al 5% respectivamenteparaambostipos de tratamientos.A —800C la inactivaciónde

la lactoperoxidasaresultó ser más enérgica en el caso del tratamiento térmico

convencionaly a —85%? la desnaturalizaciónde la J3-lactoglobulinafue mayor en el

tratamiento térmico convencional. Estas diferencias pueden ser debidas a un

sobrecalentamientode la masade lechemáspróximaa la superficiedel tubo en el caso

del tratamientotérmicoconvencional>mientrasqueen el casodel tratamientotérmico

con microondasno seproduceningún contactocon superficiescalientes,lo queevita

la formación de depósitosy soslaya,por tanto, uno de los principalesproblemasde la

pasterizaciónconvencional,

4
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4. CONCLUSIONES

TRATAMIENTOS EN DISCONTINUO

1. El calentamientoen discontinuode la leche mediantemicroondasno es uniforme

y la precisión del procesoes considerablementemenor que en los calentamientos

convencionales,

2. Durante el calentamientode leche con microondasen discontinuo se originan

gradientesde temperaturaen el interior de la muestra,siendo posible aplicar un

polinomio de segundogrado como modelo matemático para estimar (d3,35%?) y

predecir(±3,390C)la variaciónde temperaturaexistente.

3. La precisiónde los calentamientoscon microondasen discontinuono estáinfluida

por la composiciónde la leche debido a la amplia variabilidad halladadurantelos

tratamientostérmicos.

4. Mediantela determinaciónde los indicadorestérmicoslactulosa,epilactosa,furosina

y ~3-lactoglobulina,se ha puestode manifiesto que, duranteel calentamientoen

discontinuode la leche>tiene lugarunamayordegradaciónde los constituyentesen el

tratamientocon microondasque en el tratamientoconvencional.

TRATAMIENTOS EN CONTINUO

5. Se ha diseñadoun procesomediantela aplicación de microondasque permite el

estudiodel tratamientotérmicoen flujo continuode productoslíquidos. La utilización

de dicho procesopermiteel calentamientode lechecon unaprecisiónen la medidade

la temperaturade 0,5-2,2%.

6. Duranteel tratamientotérmico con microondasen flujo continuo de lechedecabra>
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la desnaturalizaciónde la ¡3-lactoglobulinafue superior a la encontradaen leche de

vaca,mientrasque la desnaturalizaciónde la BSA fue inferior en lechede cabraque

en la de vaca.

7. Medianteel tratamientotérmico de lechede vacay cabracon microondasen flujo

continuose logra unareducciónimportanteen el númerodebacteriastotales(3,8 y 4,9

log ufc/mL, respectivamente).Los recuentos hallados en leche de vaca son los

habitualesen lechespasterizadas

8. La lechedevacay cabraprocesadatérmicamenteconmicroondasen flujo continuo

presentónivelesde bacteriastotalesy grado de proteolisisaceptablesdurante6 días

de conservacióna 4-5%?.

9. Durante los tratamientosde pasterizaciónde leche de vaca y cabra con un

pasterizadorde placasse produjo un mayor deterioro, tanto en la ¡3-lactoglobulina

como en la lactoperoxidasa,que durantelos tratamientosde pasterizaciónen flujo

continuo con microondas,debido> probablemente,a las diferenciasexistentesen el

diseñode ambosprocesos.

10. La leche pasterizadamediantemicroondasen flujo continuopresentótras 10 días

de conservacióna 4-5%?,unacalidadmicrobiológicay gradode proteolisissimilares,

así como unamejor calidad sensorialque la leche pasterizadaen un pasterizadorde

placasy conservadaen idénticascondiciones.

11. A igual velocidad de calentamiento,la pasterizacióncon microondasa altas

temperaturas(850C) produceuna menor desnaturalizaciónde la 13-lactoglobulinae

inactivación de la lactoperoxidasa,que la pasterizaciónen un pasterizadortubular

debido, probablemente,a la distribución del calor más uniforme en el caso del

tratamientocon microondas,
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