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CAPITULO 1: ANTECEDENTES

1.1. Produccion de leche

La produccion de leche para consumo se utiliza desde hace mas de 6 000 afios. Los
animales productores de leche de hoy en dia han evolucionado a partir de animales salvajes
que vivieron durante miles de afios, en habitats de diferentes latitudes y altitudes, expuestos

a distintas condiciones naturales, muchas veces severas y extremas (Bylund, 1995).

El hombre empez6 a domesticar animales herbivoros que pudieran satisfacer las
necesidades de leche, carne, vestido, etc. Por encima de los animales carnivoros que eran
mas peligrosos y mas dificiles de manejar. Ademas, los animales herbivoros no competian
con el hombre en su alimentacion ya que generalmente, ingerian plantas que el hombre no
podia utilizar. Hoy en dia, se utilizan los mismos animales de entonces para la produccion
de leche, que desde hace miles de afios ha constituido uno de los componentes esenciales

de la dieta humana (Bylund, 1995).

La leche posee diversas definiciones dependiendo de la etapa de produccién en que se
encuentre o también del tratamiento que se le haya hecho. Como ejemplo la leche cruda es
la obtenida directamente del animal no ha sufrido ningin proceso de higienizacion. Se
define “leche” como la secrecidon mamaria normal de animales bovinos obtenido mediante
el ordefio, sin ningin tipo de adicién o extraccion, si se trata de otro animal se deberia
especificar su origen (Reglamento Técnico: RTCR: 401-2006. Leche cruda y Leche
Higienizada, 2006). La leche es el inico alimento de los animales mamiferos durante el
primer periodo de sus vidas. Los componentes de la leche que se muestran en el cuadro 1,
les proveen de energia y materiales estructurales que seran fundamentales para su

crecimiento (Fennema, 2009).



Cuadro I: Composicion de la leche en los diferentes seres vivos (Bylund, 1995).

Especie % Proteina % Caseina % ., % Grasa | % Carbohidratos |% Cenizas
total Seroproteinas
Humana 1,2 0,5 0,7 3,8 7 0,2
Caballo 2,2 1,3 0,9 1,7 6,2 0,5
Vaca 3,5 2,8 0,7 3,7 4,8 0,7
Bufalo 4 3,5 0,5 7,5 48 0,7
Cabra 3,6 2,7 0,9 4,1 4,7 0,8
Oveja 5,8 49 0,9 7,9 4,5 0,8
1.2 Propiedades fisicas de la leche

1.2.1. Apariencia

El aspecto opaco de la leche se debe a su contenido de particulas en suspension de grasa,

proteinas y ciertas sales minerales. El color varia desde blanco a amarillo, segin la

coloracién de la grasa (determinada por el contenido de caroteno). La leche desnatada es

mas transparente, con un ligero tinte azulado (Nufiez, 2010).

1.2.2. Densidad

La leche de vaca varia entre 1,028 g/mL y 1,038 g/mL, dependiendo de su composicion.

1.2.3. Punto de congelacion

Varia entre -0,54 °C y -0,59 °C. Este es el unico pardametro que nos permite detectar si hay

una adulteracién con agua. Cuando la leche se expone a un tratamiento a alta temperatura




(tratamiento UHT o esterilizacién), la precipitacion de algunos fosfatos que se producen

causara un aumento del punto de congelacion (Nuiiez, 2010).

1.2.4. Acidez

El valor de pH de un producto o una disolucién representa la acidez. La leche normal es
ligeramente acida, con un pH entre 6,5- 6,7; siendo 6,6 el pH mas usual. La temperatura de

medida debe ser cercana a 25 °C (Bylund, 1995).

1.3. Componentes de la leche

Como se vio en el cuadro I, la leche estd compuesta por un grupo de sustancias, entre las

principales se encuentran: grasa, proteinas, lactosa, vitaminas, enzimas, sales y minerales.
1.3.1. Grasa

La leche y la nata son ejemplos de emulsiones de grasa en agua. La grasa de leche se
presenta como pequefios globulos o gotitas dispersas en el suero de la leche. Su diametro
oscila entre 0,1 pum y 20 um. El tamafio medio es de 3 um - 4 pm, y se tienen unos 15 000
millones de globulos por mililitro. La grasa de la leche se compone por triglicéridos, di y
monoglicéridos, 4cidos grasos, esteroles, carotenoides, vitaminas y otros elementos en

trazas y componentes minoritarios (Bylund, 1995).

1.3.2. Proteinas

Las proteinas son una parte esencial de nuestra dieta. Las proteinas que nosotros comemos
son descompuestas en productos mas simples por el sistema digestivo y por el higado. Esos
productos son entonces transportados hasta las células del cuerpo donde se utilizan como
material de construccién de las proteinas de nuestro propio cuerpo. La gran mayoria de las
reacciones quimicas que tienen lugar en el organismo estin controladas por ciertas

proteinas activas, conocidas como enzimas (Douglas, et al.).



Las proteinas son moléculas gigantes formadas por aminoacidos. Una molécula de proteina
consta de una o mas cadenas entrelazadas de aminoacidos, donde éstos estan dispuestos
segun un orden especifico. Una molécula de proteina contiene normalmente alrededor de
100 a 200 aminodacidos unidos, pero también existen otras proteinas con nimeros mayores

y menores de aminoacidos (Galvan, 2012).

La leche contiene varios tipos de proteinas, muchas de las cuales se encuentran en muy
pequefias cantidades. Las proteinas pueden clasificarse de diversas formas segin sus
propiedades fisicas o quimicas, o sus funciones biologicas. El antiguo criterio de
clasificacion de las proteinas en caseina, albimina y globulina ha sido cambiado en la

actualidad por un sistema de clasificacion mas adecuado.

Seroproteina es un término utilizado con frecuencia como sindénimo de proteinas del suero
de la leche, pero este término deberia estar reservado para las proteinas existentes en el
suero procedente de la fabricacion de queso. Ademas, de las proteinas del suero de la leche,
las proteinas del suero de queseria contienen fragmentos de moléculas de caseina. Las
caseinas son facilmente precipitadas en la leche por diversos procedimientos, mientras que
las proteinas del suero normalmente permanecen en disolucion. Las proteinas de las
membranas de los globulos de grasa se adhieren, como su nombre indica, a la superficie de
dichos glébulos grasos y solamente se pueden separar mediante acciones mecanicas, tales

como el batido de la nata en la fabricacion de mantequilla (Galvéan, 2012).

1.3.3. Enzimas

Tienen la capacidad de modificar reacciones quimicas, de afectar el curso y la velocidad de
tales reacciones. Las enzimas cumplen su labor sin ser consumidas, ésta labor es especifica,

cada tipo de enzima cataliza exclusivamente un tipo de reaccion.

Dos factores que influyen de forma importante sobre la accion enzimética son la

temperatura y el pH. Las enzimas actaan normalmente entre 25 °C y 50 °C mientras que



entre 50 °C y 120 °C su actividad cae hasta que son desnaturalizadas completamente o se
inactivan. La temperatura de inactivacion varia dependiendo del tipo de enzima. Otro factor
que afecta la eficacia de una enzima es el pH, algunas funcionan mejor acidas, mientras que
otras lo hacen mejor en medios alcalinos, especificamente dependen de la protonacion o

desprotonacion del sitio activo de la enzima (Bylund, 1995).

1.3.4. Lactosa

La lactosa es un azucar que se encuentra solamente en la leche y pertenece al grupo de los
compuestos quimicos organicos llamados carbohidratos. Estos son la fuente mas importante
de energia en nuestra dieta. La lactosa es un disacarido con una molécula que contiene los
monosacaridos glucosa y galactosa. Cuando las bacterias lacticas atacan a la lactosa, la
desdoblan en estos dos monosacéridos por la acciéon de la enzima llamada lactasa. Luego,
otras enzimas de las bacterias lacticas atacan a la glucosa y a la galactosa convirtiéndolas a
través de distintas reacciones intermedias en 4cido lactico, principalmente. Las enzimas
implicadas reaccionan con cierto orden, como lo que sucede cuando se produce la leche
agria, en la que primero se produce la fermentacién de la lactosa con formacién de acido

lactico (Chavez, 2007).

1.3.5. Vitaminas

Las vitaminas son compuestos organicos que estan presentes en muy bajas concentraciones
en animales y plantas. Son esenciales para el normal desarrollo de la vida. Su composicion
es compleja aunque conocida en la mayoria de los casos. La leche contiene muchas
vitaminas, entre ellas la A, By, B2, C y D. Las vitaminas A y D son solubles en grasa o en

disolventes de la grasa, mientras que el resto son solubles en agua (Fennema, 2009).

1.3.6. Minerales y sales en la leche

La leche contiene una concentracién total de minerales inferior al 1 %. Las sales minerales

se encuentran disueltas en el suero de la leche o formando compuestos con la caseina. Las



sales méas importantes son las de calcio, sodio, potasio y magnesio. Se encuentran como
fosfatos, cloruros, citratos y caseinatos. Las sales de potasio y calcio son las mas
abundantes en la leche normal. Las cantidades de sales presentes en la misma no son

constantes, dependen de 1a leche (Bylund, 1995).

1.4. Efectos del tratamiento térmico

Es importante el tratamiento térmico que se le hace a la leche para destruir los
microorganismos patdgenos que pudieran estar presentes en la misma. Este tratamiento
térmico también provoca cambios en los componentes de la leche que dependen de la
intensidad y el tiempo de la aplicacion de la temperatura. Un breve calentamiento a una alta
temperatura (UHT) puede tener el mismo efecto que un calentamiento a baja temperatura
durante un prolongado periodo de tiempo. Por ello, la temperatura y el tiempo deben de

considerarse en los tratamientos térmicos (Douglas et al., 1981).

1.4.1. Grasa

Al pasteurizar la leche a 70 °C - 80 °C durante 15 s, se da el fenémeno de la separacion de
Ja crema, el cual es evidente a los 74 °C. Se ha demostrado también la fuga de la grasa libre
de los globulos grasos en cremas con 30 % de grasa, homogenizada y no homogenizada,

cuando se calienta a temperaturas entre 105 °Cy 135 °C.

Por encima de 135 °C las proteinas depositadas sobre las membranas de los globulos de
grasa forman una red que comunica una cierta densidad a la membrana y la hace menos
permeable. Por lo anterior, se recomienda realizar la homogenizacién a continuacién de la

esterilizacion UHT de productos con un alto contenido graso (Lange, 2010).

1.4.2. Proteinas

La proteina mas importante de la leche es la caseina, que no se desnaturaliza por el calor

dentro del &mbito normal de pH, sales y proteinas.



Las seroproteinas, por otro lado, particularmente la fB-lactoglobulina que constituye
alrededor del 50 % de las proteinas del suero de la leche, son claramente sensibles al calor.
La desnaturalizacion comienza a 65 °C y casi se completa cuando las proteinas se calientan
a 90 °C durante cinco minutos. La desnaturalizacién por calor de las seroproteinas es una

reaccién de tipo irreversible.

En la leche destinada a la elaboracién de productos lacteos fermentados (como yogurt), la
desnaturalizacién de las seroproteinas y la interaccion con la caseina que se obtiene
mediante un tratamiento a 90-95 °C durante 3-5 min contribuira a mejorar la calidad ya que

se reduce la sinéresis y mejora la viscosidad (Marconi et al., 2004).

La leche que se calienta a 75 °C de 20 a 60 s comenzara a saber y oler a “cocido”. Esto
debido a la liberacion de compuestos que contienen azufre provenientes de la f-

lactoglobulina y otras proteinas sulfuradas (Douglas et al., 1981).

1.4.3. Enzimas

Las enzimas pueden ser inactivadas por calentamiento. La temperatura de inactivacién

varia segun el tipo de enzima.

Existen algunas bacterias, actualmente muy citadas entre la flora de deterioro de la leche
cruda almacenada y refrigerada y de los productos lacteos tratados con calor, que tienen
enzimas lipoliticas y proteoliticas extremadamente resistentes al calor. Solo una parte de su
actividad es inhibida por la pasteurizacion o tratamiento UHT de la leche (Muniategui &

Ferna, 1998).

1.4.4. Lactosa

La lactosa experimenta cambios mas visibles cuando estd en la leche que cuando se
encuentra como solido seco. A temperaturas por encima de 100 °C se produce una reaccion

entre la lactosa y las proteinas, produciéndose un pardeamiento de la leche. Esta serie de



reacciones, que ocurren entre los grupos amino de los residuos de aminoacidos y los grupos
aldehido de los carbohidratos de la leche, se llama reaccion de Maillard o reaccion de
pardeamiento. Se produce un pardeamiento u oscurecimiento del producto y un cambio del
sabor junto a una pérdida de valor nutritivo, concretamente se produce una pérdida de

lisina, que es uno de los aminodcidos esenciales (Kokkinidou & Peterson, 2014).

1.4.5. Vitaminas

La vitamina C es la mas sensible al calor, especialmente en presencia de aire y de ciertos
metales. La pasteurizacion en un intercambiador de calor de placas puede, sin embargo,
llevarse a cabo sin practicamente ninguna pérdida de vitamina C. Las otras vitaminas

presentes en la leche apenas si sufren con calentamientos moderados (Fennema, 2009).

1.4.6. Sales minerales

De las sales minerales presentes en la leche, sélo el hidroxifosfato calcico (Ca(H2POas)2),
que se encuentra en las micelas de caseina, se ve afectado por el calentamiento. Cuando se
calienta por encima de los 75 °C pierde agua y forma ortofosfato calcico insoluble
(Casz(POs4)2), que altera las propiedades queseras de la leche. Por ende es muy importante

seleccionar cuidadosamente la intensidad del tratamiento térmico (Bylund, 1995).



CAPITULO 2: MARCO TEORICO

La leche contiene componentes Unicos que la hacen imprescindible para una correcta
nutricion, tales como agua (87,0 g/ 100mL), proteinas (3,5 g/ 100mL), carbohidratos (4,8
¢/100 mL), lipidos (4,0 g/ 100 mL), vitaminas y minerales, las cifras son valores medios
para las leches de vaca, ya que la composicion de la leche de las diversas especies esta
influida por diferentes factores de produccion, manejo, cria, alimentacion, clima, y otros. El
constituyente mas caracteristico y que la distingue de cualquier otro alimento es el
carbohidrato lactosa (4-O-B-D-galactopiranosil-D-glucopiranosa) (Bylund, 1995). Dada su
composicion, la leche no sélo es un excelente alimento para el hombre sino también un
caldo de cultivo ideal para bacterias y otros microorganismos; por ello, se hace necesario
asegurar que la leche que se vende para el consumo humano sea un producto integro que
conserve bien su calidad. Para lograr esto, se deben desarrollar sistemas de manejo y
procesado que destruyan todos los microorganismos patdgenos y prolonguen la vida util del
producto; el método mas eficaz es el tratamiento térmico (pasteurizacion,

ultrapasteurizacion (UHT) y esterilizacion) (Galvan, 2012).

La pasteurizacion UHT (Ultra High Temperature — Ultra Alta Temperatura) es un proceso
diferente al de pasteurizacion normal. La pasteurizacidon convencional se lleva a cabo al
calentar la leche a 71,7 °C por 15 s y un rapido enfriamiento, lo que permite eliminar la
mayoria de microorganismos patdgenos. Sin embargo, hay virus y bacterias que sobreviven
estas condiciones, lo que provoca una variacion en la calidad de la leche durante el
almacenamiento. Ahora, para llevar a cabo un proceso mas drastico que elimine estos
microorganismos se lleva a cabo la pasteurizaciéon UHT, la cual, consiste en calentar la
leche al menos hasta 130 °C por un segundo. Este proceso hace que la leche mantenga su

calidad nutricional hasta por 180 dias (Douglas et al., 1981).

A pesar de que los tratamientos térmicos son necesarios para garantizar una leche de 6ptima

calidad, tienen como desventaja que pueden ocasionar una serie de modificaciones en los



componentes de la misma. Al aplicar altas temperaturas en estos procesos, se pueden
modificar las proteinas de la leche por desnaturalizacion y reduccién de solubilidad de las
mismas. Estos cambios que se dan al aplicar estos procesos térmicos son importantes para
determinar si la leche pierde su valor nutricional. Se han reportado varios tipos de efectos
sobre las proteinas que se encuentran en la leche. La caseina es una de estas proteinas que
puede variar con el uso de altas temperaturas. Se ha notado que a pH neutro o menor, la
disminucion en la solubilidad de la caseina es muy notable, mientras que a pH mayores de
7 también se da una disminucién pero no tan marcada. De igual manera se observd una
relacion similar en cuanto a la viscosidad, pues al ir aumentando la temperatura se nota que
la viscosidad de las leches ultrapasteurizadas disminuye comparadas con las leches a las
cuales se les efectud el proceso de pasteurizacion normal (Meltretter, Schmidt, Humeny,

Becker & Pischetsrieder, 2008).

Sin embargo, al cuantificar la cantidad de proteina total que se encuentra dentro de la leche
después de todo el tratamiento y al calcular los gramos de lisina por cada 100 g de proteina
total se ha reportado que no hay diferencia significativa entre la leche recién salida de la
vaca, la pasteurizada y la ultrapasteurizada UHT, con lo cual se determina que los procesos
no disminuyen la calidad nutricional de la leche y si la ayudan a mantenerla en buen estado

por mucho mas tiempo (Bylund, 1995).

Se menciona que la descomposicion de la D-glucosa durante el calentamiento en
disoluciones acuosas, conlleva a la formacion de otros productos. Por ejemplo, se ha
estudiado mucho la relacién de la descomposicion que provoca formacion de compuestos
coloreados debido a la presencia de aminodcidos. También se observd, la ausencia o
presencia de aminoacidos por accion del oxigeno sobre disoluciones calientes de glucosa.
Se ha visto que algunos reactivos alcalinos llevan a la formacién de pequeiias cantidades de
metilglioxal, mientras que reactivos acidos diluidos generan pequefias cantidades de uno de
los compuestos de interés, el 5-hidroximetil-2-furaldehido o hidroximetil furfural (HMF),

el cual es un precursor de la coloracion café en la leche (Mendoza, Olano, & Villamiel,
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2005). La formacion de este compuesto puede ser monitoreada mediante espectrofotometria
ya que este compuesto presenta una intensa banda de absorcién en la regiéon UV en
aproximadamente 285 nm debido al movimiento electronico de un sistema conjugado
(figura 1), lo que permite que se puedan cuantificar las pequefias cantidades formadas. Una
disolucion de glucosa de aproximadamente 16,7 mg/ L calentada por una hora en agua a
ebullicion puede producir 6 mg de HMF por kg glucosa. Si las disoluciones se calientan 2
Y2 hy 7 h, conllevan la formacion de 15 mg/ kg y 770 mg/ kg respectivamente, este 0ltimo,

presenta un color visible al 0jo humano (Nikolov & Yaylayan, 2011).

o)
Ao
H
O"‘\\/ medio aicafino H.C
3
H——OH Metil glioxal
HO——H
H——OH \ H H
H——OH medio dcido / \ H
H2COH 0
D-Glucosa HO O
HMF

Figura 1: Estructura del HMF (Tsao, 2014).

Hay mas compuestos que se forman por el tratamiento con altas temperaturas, como la
furosina que se genera por la hidrdlisis 4cida del compuesto Amadori (Lactulosil-Lisina) y
el otro compuesto de interés: la lactulosa (disacarido formado por la isomerizacion de la
lactosa). La presencia de sales en leches con Ca®* y Mg?* pueden afectar el proceso de
isomerizacion de la lactosa durante la aplicacion de calor en el proceso (Adachi, 1965).
Ademas, como la concentracién de lactulosa depende de la cantidad de lactosa, se ha
concluido que la presencia de lactosa en la leche cruda juega un papel importante en la

formacién de la lactulosa (Cardelle-Cobas, Corzo, Villamiel, & Olano, 2008).
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Figura 2: Estructura de la lactulosa (Hervas, 1993).

La lactulosa también es un compuesto que presenta una banda de absorcién en la region
visible en aproximadamente 425 nm debido a que la unién 1 - 4 entre los dos
monosacaridos, galactosa y fructosa, hace posible que existan cinco formas anoméricas de
la lactulosa como tal (figura 3). Con base en esto la técnica espectrofotométrica UV - Vis
resulta muy cémoda para la determinacion y cuantificacion de ambos componentes en las
muestras. Esta técnica es de las mejores para realizar este proceso, pues
desafortunadamente otros métodos quimicos que se han publicado consumen demasiado
tiempo o son muy susceptibles a errores causados por la interferencia de contaminantes

(Marconi et al., 2004).
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Figura 3: Formas anoméricas de la lactulosa presentes en la leche (Hervas, 1993).
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La IDF (International Dairy Federation — Federacion Internacional de Lecheria) propuso a
la lactulosa como un indicador adecuado para distinguir entre leche pasteurizada, leche
UHT vy leches esterilizadas. Las muestras comerciales tienen concentraciones de lactulosa
cerca de 40 mg/ 100 mL y la IDF estableci6 como limite una concentraciéon de 60 mg/ 100
mL, si poseen una concentracién superior son clasificadas como leches con tratamiento

UHT, aunque todavia se encuentra en debate que tan critico deberia ser este valor.

Muchos autores han concordado en que el principal problema para cuantificar la lactulosa,
es la alta concentracion de lactosa en la leche. La IDF también propuso un método de
cromatografia liquida, sin embargo, ni éste ni ninguno similar es lo suficientemente viable
para las determinaciones de bajas concentraciones de lactulosa en la leche debido a su

limitada capacidad de separacion (Cataldi, Angelotti & Bufo, 1999).

También se propuso la técnica de HPAEC-PAD (High Performance Anion Exchange
Chomatography Coupled with Pulsed Amperometric Detection — Cromatografia de
Intercambio Anidnico de Alto Desempefio Acoplado con Deteccion Amperométrica de
Pulso), el cual demostr6 que el uso de una columna fuerte de intercambio ani6nico permite
separaciones rapidas y eficaces de la lactulosa y otros carbohidratos comunes presentes en
la leche. Pero ésta técnica puede volverse poco eficiente pues se tendrian que hacer

demasiadas corridas para analizar todas las muestras (Cataldi et al., 1999).

Por ende, el mejor método para realizar este proyecto es mediante espectrofotometria UV,
pues ambos compuestos presentan bandas de absorcion fuertes, las interferencias pueden

ser eliminadas facilmente y es una técnica rapida y economica.

En el Laboratorio se trabaja bajo Norma INTE-ISO/IEC 17025:2005 para laboratorios de
ensayo y/o calibracién, la cual, se refiere a los requisitos generales relativos a la
competencia de los laboratorios de calibracion y ensayo que se deben cumplir para
demostrar que se dispone de un sistema de gestién de la calidad. Esta norma pide la

validacion de los métodos de andlisis que se implementan.
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CAPITULO 3: OBJETIVOS

El presente trabajo pretendi6 determinar si las leches sometidas a procesos de
pasteurizacion tipo UHT poseen la calidad nutricional requerida y no fueron dafiadas por el

tratamiento a alta temperatura.
Los objetivos propuestos son:
3.1.  Objetivo general

Implementar y validar los métodos de medicion de las concentraciones de HMF vy lactulosa
en leche semidescremada (2 % grasa) sometida al proceso de ultra pasteurizacion, con el fin

de establecer indicadores de su calidad nutricional.
3.2.  Objetivos especificos

3.2.1. Elaborar un protocolo para el manejo del equipo y de la metodologia del método

analitico.

3.2.2. Implementar los métodos para la determinacion de HMF y lactulosa en la leche
semidescremada 2 % UHT, asi como comparar y discutir los procedimientos base y los

implementados.

3.2.3. Validar los métodos de determinacion de HMF y lactulosa por espectrofotometria
ultravioleta visible, mediante los parametros establecidos en la Guia para Validacion de
Meétodos del ECA.

3.2.4. Determinar el contenido de HMF vy lactulosa en cuatro lotes diferentes de produccion

durante 4 meses de almacenamiento a una temperatura de 24 °C.
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CAPITULO 4: SECCION EXPERIMENTAL

Todos los procedimientos descritos en el presente capitulo provienen de literatura cientifica

especifica del tema, asi como de normas y procedimientos estipulados a nivel internacional.

Se implemento la documentacién de un protocolo de manejo del equipo y se us6é como guia
para el uso del espectrofotometro UV-Visible marca Termo Spectronic, Helios Alpha-
N°UVA 110418. Para ello se tom6 el Manual del Usuario y se resumieron los pasos mas
importantes de como usar el equipo, esto de acuerdo al formato que tienen los otros equipos

del Laboratorio (Helios Alpha & Beta, 2000).

Esto se realizd ya que todos los equipos usados en el Laboratorio tienen su debido
instructivo de uso. Es importante escribir un protocolo para que todos los integrantes del

Laboratorio lo puedan usar con facilidad.

Se utilizaron leches semidescremadas (2 % grasa) y ultrapasteurizadas (UHT). Las
muestras fueron tomadas a partir de una linea de produccion en salida, de tanques de via
directa, luego se almacenaron en un cuarto con aire acondicionado a 20 °C hasta su
medicion en el tiempo requerido. También se almacenaron muestras en un cuarto frio a 4

°C para comparar el efecto de la temperatura de almacenaje.

Las muestras se tomaron de 4 diferentes lotes de produccién en 4 semanas consecutivas, se
tomaron 30 muestras por lote, incluyendo algunas de respaldo. De éstas, 6 muestras se
almacenaron a una temperatura de control de 4 °C y las restantes a temperatura ambiente,
24 °C. Las mediciones se realizaron en un tiempo inicial de cero y luego, cada 30 dias
durante 4 meses, tomando datos al tiempo de 0, 30, 60, 90 y 120 dias respectivamente. Se
determind la concentracion de lactulosa y HMF a 4 muestras por lote en cada periodo de
tiempo: 3 de las almacenadas a temperatura ambiente (24 °C) y 1 a temperatura control de

4 °C (Madriz, 2010).
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El muestreo se hizo en el primer mes de trabajo, mientras que el analisis fue en dias
consecutivos, en el primero se hizo la determinacién de HMF y ademas, se dejo listo el

tratamiento previo para la determinacion de lactulosa que se completo al siguiente dia.

Para la extraccion y analisis espectrométrico de HMF y lactulosa se sigui6 el procedimiento
descrito en los articulos de Rada (Rada & Rojas, 2008). Se realizaron modificaciones de
acuerdo a la adaptacion del lugar de trabajo y al equipo disponible. Esta variacién incluye
el uso de equipo volumétrico y también la preparaciéon de bafios maria. En el caso de las
muestras la tinica modificacién al procedimiento de Rada, es que han sido almacenadas a

24 °C, mientras que otras muestras usadas como control seran almacenadas a 4 °C.

4.1. Lactulosa

4.1.1. Equipo, materiales y reactivos

e Espectrofotdmetro UV-Visible, marca Termo Spectronic, Helios Alpha-N°UVA
110418.Lactulosa 4-O-B-D-Galactopiranosil-D-fructuofuranosa 95 %, Sigma Aldrich,
articulo L7877-25G, lote: 011MO0093V.

e Antrona grado ACS, Merck KGaA, articulo: 1.01468.0010, lote: 536092.

e Lactulosa 4-O-B-D-Galactopiranosil-D-fructuofuranosa 95 %, Sigma Aldrich, articulo
L7877-25G, lote: 011M0093V.

e Etanol absoluto, Merck KGaA, articulo: 1.00983.2500, lote: UN 1170.

e Acido Acético gradp ACS, Fisher Scientific, articulo: A38€-212, lote: UN 2789.

e Acido o-Fosforico 85,7 % Mallinckrodt, articulo: 2729, lote: 2796 KJHH.

e Metanol Absoluto, Fisher Scientific, articulo: UN1230, lote 142424.

4.1.2. Personal
Jeisson Cardenas Miranda, Bachiller en Quimica.

Eduardo Ramirez Meléndez, Bachiller Laboratorista Quimico.
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4.1.3. Procedimiento

4.1.3.1. Condiciones Ambientales

La temperatura ambiente debe encontrarse en el rango de 20 °C a 25 °C.

Se miden 3 muestras almacenadas a temperatura ambiente y una bajo refrigeracion a

temperatura de 4 °C.

4.1.3.2.  Preparacién de reactivos

e Reactivo de antrona: se pesa 0,2 g de antrona (Ci4H100), se agregan 6 mL de acido
acético glacial, se calienta levemente hasta disolver, se agregan 12 mL de etanol
absoluto y 2,8 mL de acido o-fosférico concentrado. Este reactivo se debe preparar en
el momento de analisis debido a que al almacenarse a temperatura ambiente la antrona

cristaliza.

4.1.3.3. Medicion de muestras

e Se miden con micropipeta 1,00 mL de la muestra de leche en un tubo para centrifuga.

e Se agregan con micropipeta 9,00 mL de metanol absoluto.

e Se agita en vortex por un minuto y se deja reposar en la refrigeradorade 1 a2 dias.

e Se extraen con micropipeta 0,2 mL del liquido supernatante, se mezclan con 4 mL de
etanol absoluto y 0,5 mL del reactivo de antrona en un vial de 10 mL.

e El vial se pone en bafio de agua hirviendo con una plantilla hasta que se evapore la
mayoria del liquido y se forme un residuo amarillo (dejar 5 minutos y sacar el vial).

e Se deja enfriar y se disuelve el producto con 6 mL de 4cido acético glacial.

e Se mide la muestra por triplicado con respecto a su blanco en el espectrofotometro a
una longitud de 433 nm.

e La formula empleada para obtener la concentracion de lactulosa es:
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_(@A-b)
Chiaculosa =

Donde:
A = Absorbancia

m = Pendiente en la curva de calibracion

b = Intercepto en curva de calibracion

4.2. Hidroximetilfurfural (HMF)

4.2.1. Equipo, materiales y reactivo

Espectrofotometro UV-Visible, marca Termo Spectronic, Helios Alpha-N°UVA
110418.

5-Hidroximetil-2-Furaldehido 99 %, Sigma-Aldrich, articulo: H40807, lote:
BCBF61278.

Sulfato de Zinc heptahidratado grado ACS 99 %, Sigma-Aldrich, articulo: 221376 500
G, lote: MKBH1967V.

Hexacianoferrato (II) de Potasio trihidratado grado ACS 98,5 % - 102,0 %, Sigma-
Aldrich, articulo: P3289 — 500G, Lote: 110M0152V.

4.2.2. Personal

Jeisson Cardenas Miranda, Bachiller en Quimica.

Eduardo Ramirez Meléndez, Bachiller Laboratorista Quimico.

4.2.3. Procedimiento

4.2.3.1. Condiciones Ambientales

La temperatura ambiente debe estar en el rango de 20 °C a 25 °C. Se miden 3 muestras

almacenadas a temperatura ambiente y una bajo refrigeracion a temperatura de 4 °C.
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4.2.3.2.  Preparacion de reactivos

Ferrocianuro de potasio trihidratado al 15 %: se disuelven 15 g de ferrocianuro de
potasio trihidratado en 100 mL de H2O destilada.

Sulfato de zinc heptahidratado al 14,4 %: se disuelven 14,4 g de sulfato de zinc
heptahidratado en 100 mL de H>O destilada.

Estos reactivos se pueden preparar y mantener en refrigeracion por seis meses.

4.2.3.3. Medicion de muestras

Se miden con micropipeta 2,00 mL de la muestra de leche en balén de 25,00 mL.

Se afora a 25,00 mL con H>O destilada, se agita hasta asegurar que la disolucion sea
uniforme.

En un tubo de centrifuga se afiaden con micropipeta 5,00 mL de ésta disolucién, 0,5 mL
de la disolucion de ferrocianuro de potasio trihidratado al 15 %, 0,5 mL de la disolucion

de sulfato de zinc heptahidratado al 14,4 %.

Se agita el tubo en un vortex durante 5 minutos.

El tubo se centrifuga a 4000 rpm durante 20 minutos.

Se toma la mayor parte del liquido sobrenadante y se filtra al vacio con papel filtro
Whatman # 42 diametro 90 mm.

Del filtrado medir con micropipeta 1,00 mL y afiadirlos a un balén de 10,00 mL.

Se afora a 10,00 mL con H2O destilada, agite hasta asegurar que la disolucién sea
uniforme.

Se mide la muestra por triplicado con respecto a su blanco en el espectrofotometro a
una longitud de 284 nm.

La férmula empleada para obtener la concentracion de HMF es:

Cnumr = 4-b)
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Donde:
A = Absorbancia
m = Pendiente en la curva de calibracion

b = Intercepto en curva de calibracion

4.3. Validacion de métodos

El objetivo de esta validacion es lograr determinar la cantidad de lactulosa y HMF
presentes en leches semidescremadas (2 % grasa) y ultrapasteurizadas (UHT) mediante un
método confiable y accesible. Como alcance para estandarizar el método se determinaran
parametros que serviran como criterio de confianza del método analitico. Dentro de estos se

realizaron pruebas de linealidad, precision, LD, LC y exactitud.

Como parte de la validacion el procedimiento lo realizard un analista mas, los resultados
obtenidos se pueden comparar mediante un analisis de varianzas para asi comprobar que no

haya diferencia entre los datos obtenidos por cada analista.

Con base en todos los datos recolectados se realizara un informe de validacion del método,
en el cual se incluyen todos los resultados detalladamente y los criterios de conformidad de

cada uno de los métodos (ECA, 2010; Eurachem, 2005).

4.3.1. Lactulosa

Linealidad. Se realizaron dos curvas de calibracion, una al principio, poco antes de empezar

a medir las muestras y la otra al final, después de que se miden las muestras.

El ambito de las concentraciones fue aproximadamente de 0,084 mg/mL a 1,05 mg/mL.
Primero se prepararon 100 mL de una disolucién madre cercana a 2 mg/mL a partir del
reactivo de lactulosa descrito en la seccion 4.1.1. Se peso aproximadamente 0,2 mg de

lactulosa, se disolvié y se llevo a 100,00 mL en un balén aforado.
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De esta disolucion madre se tomo la alicuota necesaria para preparar el patron requerido y
se llevé a 25,00 mL con agua destilada en balén aforado (ver cuadro en anexos 8.1.2.). El
procedimiento se realizé una vez para cada patron y la medida de absorbancia se hizo por
duplicado. Con base en la curva se obtuvo el coeficiente de correlacion entre los patrones
mediante la recta de mejor ajuste, asi como la absortividad molar del analito de interés
mediante su pendiente. Ademas, se realiz6 un analisis de regresion para calcular las

incertidumbres de la pendiente y el intercepto.

A ambas curvas se les realizé un analisis de residuales para corroborar que los patrones
tengan una correlacion adecuada. Ademas, se compar6 los valores de las pendientes

mediante el &mbito que abarca cada una para comprobar si son diferentes entre si.

Precision. Se tomaron tres muestras y se hizo el analisis de las muestras recién salidas de
produccién. Se determinaron 10 réplicas de sus concentraciones a las cuales se les calculd
el coeficiente de variacion. El cliente acepta un coeficiente de variacion menor al 10 %,
esta medida permite evaluar la calidad estadistica de las estimaciones. Si se reporta un valor
menor al 7 % se considera precisa, entre 8 % y 14 % significa que existe una precision
aceptable, entre 15 % y 20 % la estimacion es poco precisa y se debe utilizar con
precaucion y mayor a un 20 % indica que la estimacion es poco precisa, por lo tanto, se

deberia utilizar solo para fines descriptivos (Feinberg, 2007).
Sx
%CV = T * 100

La muestra se midi6 en el tiempo cero proveniente del tanque por via directa con

almacenaje a temperatura entre 20 °C y 25 °C.

Exactitud. Se determiné en términos de porcentaje de recuperacion, se hizo una adicion

estandar a un patron.
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Para preparar el patrén, se tomé la alicuota necesaria para ajustar la concentracion del
patron requerido (3,00 mL de 0,2039 mg/mL de lactulosa), luego se afiadi6 la cantidad de
muestra que se utilizé normalmente en el analisis (1 mL), esta mezcla se lleva a 25,00 mL

en balon aforado.

A esta disolucion preparada se le realizo el procedimiento de analisis de muestra descrito en
la seccion 4.1.3.3 de la metodologia, se le determind la absorbancia y asimismo su

concentracion.

Se compar6 la concentracion obtenida con la concentracion esperada y se determind un
porcentaje de recuperacion, para métodos analiticos se aceptan valores entre 80 %y 110 %,

sin embargo, el cliente acepta un 90 % de recuperacion (Feinberg, 2007).

Cobtenida

% Recuperaciéon = * 100

Cesperada
LD y LC. Se determinaron simultineamente a partir del analisis de la gréafica de los

patrones con su respectiva correlacion mediante el programa estadistico SMAC el cual nos

brindé estos valores de forma sistematica.

Prueba F. Se realiz6 el procedimiento en la seccion 4.1.3.3 para una muestra. Se realizaron
12 réplicas y se le determiné su varianza al andlisis. Seguidamente otro analista realizo el
mismo procedimiento para la misma muestra con 7 réplicas. Para el primer analista se
tuvieron 11 grados de libeﬂad.f}lientras que para el segundo se tuvieron 6 grados de

libertad, para lo cual se reporta una F critica de 3,09 (Miller & Miller, 2002).

4.3.2. Hidroximetilfurfural

Linealidad. Se realizaron dos curvas de calibracion una al principio, poco antes de empezar

a medir las muestras y la otra al final, después de que se midieran las muestras.
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El ambito de las concentraciones fue aproximadamente entre 0,0021 mg/mL y 0,015
mg/mL. Primero se prepar6 1 L de una disolucién madre cercana a 0,1 mg/mL a partir del
reactivo de HMF descrito en la seccion 4.2.1 Se peso aproximadamente 0,1 g de HMF, se

disolvio y se llevé a 1 L en un balon aforado.

De esta disolucion madre se tomo la alicuota necesaria para preparar el patron requerido y
se lleva a 50,00 mL con agua destilada en balén aforado (ver cuadro en anexo 8.1.1). Cada
patron se prepar6 una vez y la medida de absorbancia se realiz6 por triplicado. Con base en
la curva se obtuvo el coeficiente de correlacion entre los patrones mediante la recta de
mejor ajuste, asi como la absortividad molar del analito de interés mediante su pendiente.
Ademas, se efectud un analisis de regresion para calcular las incertidumbres de la pendiente

y el intercepto.

A ambas curvas se les realizoé un andlisis de residuales para corroborar que los patrones
tuvieran una correlacion adecuada y ademas se compararon los valores de las pendientes
mediante el ambito que abarca cada una y se comprobaron si eran diferentes entre si

(Feinberg, 2007).

Precision. Se tomo tres muestras y se hizo el andlisis de las muestras recién salidas de
produccion. Se determinaron 10 réplicas de sus concentraciones a las cuales se les calculd
el coeficiente de variacion. El cliente acepta un coeficiente de variacion menor al 10 %,
ésta medida permite evaluar la calidad estadistica de las estimaciones. Si se reporta un valor
menor al 7 % se considera precisa, entre 8 % y 14 % significa que existe una precision
aceptable, entre 15 % y 20 % la estimaciéon es poco precisa y se debe utilizar con
precaucion y mayor a un 20 % indica que la estimacién es poco precisa, por lo tanto, se

deberia utilizar solo para fines descriptivos (Feinberg, 2007).

Sx
% CV =2 100
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La muestra se midi6 en el tiempo cero provenientes del tanque por via directa con

almacenaje a temperatura entre 20 °C y 25 °C.

Exactitud. Se determiné en términos de porcentaje de recuperacion, se hizo una adicién

estandar a un patron.

Se prepar6 el patrén de 0,0123 mg/ mL, de este se tom6 5,00 mL, se afiadié 2,00 mL de la
muestra de leche y se afor6 a 25,00 mL con H>O destilada. A esta disolucion preparada se
le realiza el procedimiento de analisis de muestra descrito en la seccién 4.2.3.3, de la

metodologia, se le determina la absorbancia y asimismo su concentracion.

Se compara la concentraciéon obtenida con la concentracion esperada y se determina un
porcentaje de recuperacion, al cual, el cliente acepta un 90 % de recuperacion.

Cbbtenida
% Recuperacion = ——————* 100

C;sperada
LD y LC. Se determinaron simultineamente a partir del andlisis de la grafica de los
patrones con su respectiva correlacién mediante el programa estadistico SMAC el cual nos

brindé estos valores de forma sistematica.

Prueba F. Se realizo el procedimiento en la seccion 4.2.2.3 para una muestra. Se realiz6 10
réplicas y se le determiné su varianza al andlisis. Seguidamente otro analista realizé el
mismo procedimiento para la misma muestra con 7 réplicas. Para el primer analista se tuvo
9 grados de libertad mientras que para el segundo 6 grados de libertad, para lo cual se
reporta una F critica de 4,1 (Miller & Miller, 2002).
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De las figura 10 a la 14, se ve la concentracion de lactulosa comparandola por lotes en los
diferentes tiempos en que se realizaron las medidas. Como se habia mencionado, el proceso
es el mismo, por lo que no deberia existir variacion significativa entre los lotes. Esto no se
comprueba del todo, pues se sigue viendo que no hay una tendencia especifica pero si hay

variabilidad.

En la figura 10 se muestran las concentraciones en el tiempo de 0 dias, es decir, en el
momento de produccion, en la parte que corresponde a la muestra fria no se ven medidas,
pues no se tomaron. Al comparar los lotes tampoco se observa una tendencia especifica al

variar el tiempo o a la temperatura.

Al tener esta serie de datos determinados en el Laboratorio es importante hacer un analisis
estadistico acerca de la relacion que existe entre ellos, asi como ver qué factores afectan (si

lo hiciesen) la concentracion de lactulosa en las muestras.

Primeramente, se realiza un analisis ANOVA de dos vias para saber el efecto en la
variacion del tiempo y los lotes de produccion que se observa en el cuadro 11, y asimismo

saber si existe una correlacion entre los datos.

Cuadro II: ANOVA de dos vias para la concentracion de lactulosa con respecto al tiempo

y los lotes.

ANOVA de dos vias: concentracion de Lactulosa vs tiempo y lote
Fuente DF SS MS F P
Tiempo 4 0,030993 0,0077482 | 10,12 | 0,000
Lote 3 0,027159 0,0090529 | 11,82 | 0,000
Interaccion 12 0,035896 0,0029913 3,91 | 0,000
Error 60 0,045943 0,0007657
Total 79 0,139991
S =0,02767 R-Sq = 67,18% R-Sq (adj) = 56,79%
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Estos datos de ANOVA de dos vias nos permiten ver como afecta la variacion en los lotes o
los diferentes tiempos de analisis en las determinaciones. Para ello también se plantean dos

hipétesis: la nula y la alternativa.

La hipotesis nula consiste en que la variaciéon de algun parametro no afecta los valores
obtenidos, mientras que la hipétesis alternativa expresa que al variar el pardmetro estudiado

si se afectan los valores obtenidos (Miller & Miller, 2002).

En este caso con los datos obtenidos en el cuadro II se ven los diferentes valores de
probabilidad. Con un valor superior a 0,05 se puede decir con un intervalo del 95 % de
confianza que se retiene la hipétesis nula, mientras que si ese valor es menor se rechaza la

hipotesis nula y se retiene la hip6tesis alternativa.

Aca se nota claramente como los tres valores de probabilidad dan p = 0,000, asi que en las
tres se descarta la hipdtesis nula y por ende, se retiene la hipétesis alternativa, que expresa
la importancia de la variacion de cada uno de los parametros. Para este caso de lactulosa se
obtuvo que al variar el tiempo o el lote afectara los resultados obtenidos, y que ademas se

da una interaccion significativa entre estas dos variables (Harvey, 2000).
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Al preparar los 13 patrones de concentraciones en un ambito entre 0,0021 mg/mL y 0,015
mg/mL, se observé que a concentraciones superiores la linealidad se va perdiendo poco a

poco formando una curva hasta volverse una constante.

Es importante que luego de realizar esta modificacién, la concentracién de la muestra
siempre se encuentra dentro del ambito de trabajo. La cantidad de HMF presente en la
muestra es muy poca, y estd dentro del intervalo de concentraciones en los cuales se

prepararon los patrones.

Al determinar la precision mediante el analisis de 10 réplicas de una muestra se obtuvo un
coeficiente de variacion de 6. El cliente expresa satisfaccion con un coeficiente menor a 10,

al estar por debajo del limite el cliente acepta el resultado obtenido (Feinberg, 2007).

En cuanto a la exactitud se evalué a partir de 10 réplicas de una muestra con el mismo
método. Se hizo una adiciéon conocida a la muestra y se determin6 el porcentaje de
recuperacion. Los porcentajes obtenidos se encuentran entre 90 % y 98 %. Para esto, €l
cliente requeria un porcentaje de recuperacion superior al 90 %, por lo que, también se

cumplié con este requisito de la validacion del método de HMF (Madriz, 2010).

Como se habia mencionado, el LC y el LD se determinaron simultaneamente mediante la
curva de calibracion. Se obtuvo que el LC fue de 0,00011 mg/mL mientras que se obtuvo
un LD 0,00022 mg/mL.

Con el analisis de varianzas se obtuvo una F critica de 2,1; siendo ésta menor a la F
tabulada (4,1), por lo que se concluye que se retiene la hipotesis nula que expresa que no

hay diferencia significativa entre los analistas.

En el anexo 8.1.1 se ven las medidas obtenidas para cada una de las partes de la validacion,

también sus calculos y los resultados expresados anteriormente.
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Se hicieron analisis en tiempos de 0, 30, 60, 90 y 120 dias respectivamente; tres muestras
almacenadas a temperatura ambiente y una se almacend en un cuarto frio de 4 °C. La
misma cantidad de muestras fueron tomadas de los lotes, debido a que a las mismas

muestras que se extrajeron para determinar la lactulosa también se les determind HMF.

Cada muestra que se extrajo, se analiz6 en el primer dia para calcular la concentracion de
HMF y a su vez, se dejo preparada la respectiva mezcla con metanol absoluto en la
refrigeradora durante 24 h, para que en el segundo dia de andlisis se obtuviera la

concentracion de lactulosa.

Esto fue de igual forma para cada una de las muestras y para cada uno de los lotes, por lo
que, semana a semana se tomaron dos dias para las respectivas determinaciones de ambos

compuestos.

Las conclusiones de esta parte son muy similares a las mencionadas para la lactulosa.
Primeramente, se ve de la figura 21 a la 24, la variacion de la concentracion en las muestras
analizadas. Con el HMF tampoco se ve una dependencia marcada al tiempo o a la
temperatura, es decir, no hay tendencia entre las concentraciones de HMF a través de los 4
meses de analisis. Al igual que tampoco se ve un aumento o una disminucioén proporcional
al comparar las muestras analizadas que se almacenaron a temperatura ambiente y las que

se almacenaron en la camara fria.

Para complementar, de la figura 25 a la 29 se puede observar el efecto del tiempo sobre la
composicién de HMF en las muestras. Al ver estas figuras también se concluye que no se
puede establecer una relacién o una variaciéon con tendencia, pues las concentraciones
varian ligeramente de manera independiente, mas por la aleatoriedad de las muestras que

por el efecto del tiempo o de la temperatura (Harvey, 2000).

Al tener esta serie de datos determinados en el Laboratorio es importante hacer un analisis

estadistico acerca de la relacién que pueda existir entre ellos, asi como ver qué factores
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afectan (si lo hiciesen) la concentracion de HMF en las muestras. Para ello se obtienen los

datos mostrados en el cuadro III.

Cuadro I1I: ANOVA de dos vias para la concentracion de HMF con respecto al tiempo y

los lotes.

ANOVA de dos vias: concentracion de HMF vs tiempo y lote
Fuente DF SS MS F P
Tiempo 4 0,0000003 0,0000001 | 0,36 | 0,837
Lote 3 0,0000090 0,0000030 | 14,64 | 0,000
Interaccién 12 0,0000078 0,0000007 | 3,19 | 0,001
Error 60 0,0000123 0,0000002
Total 79 0,0000294
S =0,0004523 R-Sq=58,23% R - Sq (adj) = 45,00%

Primero se realiza una ANOVA de dos vias para evaluar el efecto del tiempo y los distintos
lotes de produccion y asimismo saber si existe una correlacion entre los datos. Al analizar
una ANOVA de dos vias se intenta ver como afecta la variacion en los lotes o en los

diferentes tiempos de andlisis. Para ello se plantean dos hipétesis, la nula y la alternativa.

La hip6tesis nula indicaria que la variacion del parametro no afecta los valores obtenidos,
mientras que la hip6tesis alternativa expresa que al variar el parametro estudiado si afecta

los valores obtenidos.

En este caso con los datos obtenidos en el cuadro III se ven los diferentes valores de
probabilidad. Con un valor superior a 0,05 se puede decir con un intervalo del 95 % de
confianza que se retiene la hipotesis nula, mientras que si ese valor es menor se rechaza la

hipétesis nula y se retiene la hipétesis alternativa.

Al obtener una p = 0,837 se concluye que variar el tiempo no afectaria los resultados
obtenidos en el analisis. Luego al tener una p = 0,000 se concluye que al variar el lote los

resultados si se ven afectados, de acuerdo a las hipotesis planteadas. Finalmente, al ver una
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Finalmente, la figura 33 muestra si los valores de las medias al cambiar el lote y el tiempo
se salen de los limites de valores normales establecidos en las graficas mediante las lineas
rojas. Con ello se ve como al variar el tiempo no se afecta 1a homogeneidad entre los datos,
es decir, que los valores siempre se mantendrian dentro de un ambito que se consideraran
homogéneos. Caso contrario al variar los lotes, pues sus medias si se salen de los limites
establecidos para homogeneidad de los datos. Sin embargo, esto no expresa si sobrepasa los
limites permitidos del analito dentro de la leche. Como se mencioné anteriormente se
establecen ciertos limites para cada uno de los componentes, en este caso se analiza HMF y
aunque en la literatura no se da una valor limite para el contenido, los valores que se
reportan en otros andlisis no superan datos de 15 ppm, mientras que al ver las graficas

anteriores los valores obtenidos no supera los 3,5 ppm.
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CAPITULO 6: CONCLUSIONES

Se logré implementar una metodologia que permite determinar la concentracion de
lactulosa en leches tratadas con el proceso UHT, a este método se le realizaron las
pruebas de validacion establecidas por la Guia para Validacion de Métodos del ECA,
para asegurar la confiabilidad del método asi como satisfaccion de la empresa por el

mismo.

Se implemento6 la metodologia para analizar el contenido de HMF por espectrometria
ultravioleta visible en las muestras de leche con proceso UHT, a la cual también se le
determinaron las condiciones establecidas en la Guia para Validacién de Métodos del
ECA para obtener un método confiable de analisis y lograr de la misma forma la

satisfaccion de la empresa.

Se simplificé el trabajo de operarios y del personal del Laboratorio mediante la
elaboracion de protocolos para ambos procedimientos y para el manejo del

espectrofotometro ultravioleta visible.

Se comprobd que las cantidades producidas de lactulosa y HMF después del proceso
UHT para leches semidescremadas (2 % grasa) se encuentran por debajo de lo

reportado en la literatura.

No se observé una relacion entre el tiempo de almacenamiento de la muestra y la
concentracion de alguno de los dos componentes de interés. A los tiempos en que se
realizaron las medidas se les detectaron variaciones de las concentraciones, sin
embargo, esto se debio a la aleatoriedad de la muestra misma y no al tiempo de

almacenado; valga aclarar que ninguna sobrepasa un valor limite establecido.
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6. Para la comparacion entre muestras almacenadas a temperatura ambiente a 4 °C, no se
encontrd una relacion directa entre la temperatura y la concentracion de cada una de los

componentes.

7. El procedimiento realizado para la produccion de las muestras es el mismo, por lo que
no se debi6 obtener variacion en la concentracion de lactulosa y HMF en muestras de
un mismo lote, sin embargo si se observd una leve variacion entre las concentraciones

pero como se ha mencionado, sin ninguna tendencia.
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Cuadro VI: Datos para la exactitud en la determinacion de HMF.

. " Cn Porcentaje de
Réplica Absorbancia Absorbancia Concentracion esperada | recuperacion
romedio 1 0,000007 mg/mL
P ( g/mL) (mg/mL) )
. 0,641
Réplica 1 0,6415 0,005418 0,0060 90,8
0,642
.. 0,692
Réplica 2 0,6915 0,005849 0,0060 98,1
0,691
. 0,667
Réplica 3 0,6680 0,005647 0,0060 94,7
0,669
.o 0,637
Réplica 4 0,6370 0,005379 0,0060 90,2
0,637
. 0,668
Réplica 5 0,6675 0,005642 0,0060 94,6
0,667
Lo 0,702
Réplica 6 0,7020 0,005940 0,0060 99,6
0,702
. 0,695
Réplica7 0,6955 0,005884 0,0060 98,6
0,696
... 0,651
Réplica 8 0,6510 0,005500 0,0060 92,2
0,651
0,664
Réplica 9 0,6635 0,005608 0,0060 94,0
0,663
i 0,647
Réplica 10 0647 0,6470 0,005466 0,0060 91,6
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Cuadro VII: Datos para la precision en la determinacion de HMF.,

Rélica Absorbancia Absorbancia Concentraciéon
P promedio | (+ 0,000007 mg/mL)
Réplica 1 0,366 0,3635 0,003022
P 0,361 ’ ’
Réplica 2 0,362 0,3630 0,003017
P 0,364 ’ !
.. 0,396
Réplica3 0,3955 0,003297
0,395
Réplica 4 0,374 0,3740 0,003112
ica
P 0,374 ’ ’
Réplica 5 0,421 0,4195 0,003504
P 0,418 ’ ’
Lo 0,403
Réplica 6 0,4025 0,003358
0,402
Lo 0,446
Réplica 7 0,4465 0,003737
0,447
Lo 0,375
Réplica 8 0,3750 0,003121
0,375
0,400
Réplica 9 0,4000 0,003336
0,400
0,350
Réplica 10 0,3475 0,002834
0,345
Promedio 0,3890 0,003239
Desv’iacién 0,030 0,00026
estandar
Coeficiente
de 8 8
variacion
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Cuadro VIII: Datos para comparacion de analistas en la determinacion de HMF.

Analista 1 I L Analista 2 J
. Abs Cn . Abs Cn
Muestra | Absorbancia romedio {+ 0,000007 | { Muestra | Absorbancia romedio (+ 0,000007
P mg/ml) promedi mg/ml)
0,366 0,415
1 0,3635 0,003022 1 0,4155 0,003470
0,361 0,416
0,362 0,386
2 0,3630 0,003017 2 0,3860 0,003216
0,364 0,386
0,396 0,414
3 0,3955 0,003297 3 0,4150 0,003466
0,395 0,416
0,374 0,428
4 0,3740 0,003112 4 0,4275 0,003573
0,374 0,427
0,421 0,398
5 0,4195 0,003504 5 0,3995 0,003332
0,418 0,401
0,403 0,377
6 0,4025 0,003358 6 0,3780 0,003147
0,402 0,379
0,446 0,430
7 0,4465 0,003737 7 0,4330 0,003621
0,447 0,436
0,375
8 0,3750 0,003121
0,375 Prueba F 2,1
0,400 GL num 9
! 0,4000 0,003336
9 0,400 GLden 6
0,350 F critica 4,1
10 0,3475 0,002884 -
0,345 Ho no hay diferencia
Se retiene Hp
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Cuadro XI: Datos para la exactitud en la determinacion de lactulosa.

Absorbancia

Concentracion

Cn esperada

Porcentaje de

Réplica Absorbancia promedio | (x0,0002mg/mL)| (mg/mL) |[recuperaciéon (%)

Réplica 1 0,254 0,2540 0,3424 0,3569 95,9
0,254

Réplica 2 0,258 0,2585 0,3486 0,3569 97,7
0,259

Réplica 3 0,257 0,2570 0,3465 0,3569 97,1
0,257

Réplica 4 0,260 0,2605 0,3514 0,3569 98,4
0,261

Réplica b 0,259 0,2595 0,3500 0,3569 98,1
0,260

4

Réplica 6 0,246 0,2460 0,3313 0,3569 92,8
0,246

Réplica 7 0,254 0,2540 0,3424 0,3569 95,9
0,254

Réplica 8 0,259 0,2590 0,3493 0,3569 97,9
0,259

Réplica 9 0,257 0,2565 0,3458 0,3569 96,9
0,256
. 0,262

Réplica 10 0,2625 0,3542 0,3569 99,2
0,263
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Cuadro XII: Datos para la precision en la determinacion de lactulosa.

Réplica Absorbancia Absorbancia Concentracion
P promedio (* 0,0002 mg/ml)
9
Réplica 1l 0,08 0,0885 0,1125
0,088
2
Réplica 2 0,09 0,0920 0,1174
0,092
9
Réplica 3 0,096 0,0960 0,1229
0,096
9
Réplica 4 0,091 0,0905 0,1153
0,090
9
Réplica s 0,097 0,0965 0,1236
0,096
Réplica 6 0,101 0,1010 0,1299
0,101
Réplica 7 0,093 0,0930 0,1188
0,093
Réplica 8 0,085 0,0890 0,1132
0,089
Réplica 9 0,099 0,0995 0,1278
0,100
0,106
Réplica 10 - 0,1060 0,1368
0,106
Promedio 0,095 0,1218
Desviacion 0,0057 0,0079
estandar
Coefic.iertt’e de 6 6
variacion
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Cuadro XIII: Datos para comparacion de analistas en la determinacion de lactulosa

HMF.
| ANALISTA1 | ANALISTA 2
. Abs Cn . Abs Cn
Muestra | Absorbancia . 1(x£0,0002] | Muestra | Absorbancia .| (x0,0002
promedio promedio
mg/mL) mg/mL)
0,089 0,110
1 0,089 0,0887 0,1127 1 0,111 0,1107 0,1433
0,088 0,111
0,092 0,101
2 0,092 0,0920 0,1174 2 0,101 0,1010 0,1299
0,092 0,101
0,096 0,123
3 0,096 0,0960 0,1229 3 0,123 0,1230 0,1604
0,096 0,123
0,091 0,098
4 0,090 0,0903 0,1150 4 0,098 0,0980 0,1257
0,090 0,098
0,085 0,089
5 0,086 0,0857 0,1086 5 0,089 0,0887 0,1127
0,086 0,088
0,101 0,102
6 0,101 0,1010 0,1299 6 0,102 0,1023 0,1317
0,101 0,103
0,093 0,104
7 0,093 0,0930 .0,1188 7 0,105 0,1050 0,1354
0,093 0,106
0,106
8 0,106 0,1060 0,1368
0,106
0,089 Prueba F 1,83
9 0,089 0,0890 0,1132 GL num 6
0,089 GLden 11
10 0,099 0,0993 0,1275 F critica . 3,0?
0,100 Ho no hay diferencia
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0,099

11

0,113

0,113

0,113

0,1130

0,1465

12

0,096

0,097

0,096

0,0963

0,1234
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Se retiene Hp






