DEPARTAMENTO DE MEDICINA PREVENTIVA Y SALUD
PUBLICA

ESTUDIO DE LA REACCION DE MAILLARD EN PAPILLAS
LISTAS PARA EL CONSUMO

LOURDES BOSCH JUAN

UNIVERSITAT DE VALENCIA
Servei de Publicacions
2007



Aqguesta Tesi Doctoral va ser presentada a Valencia el dia 5 de
Juliol de 2007 davant un tribunal format per:

- D& Reyes Barbera Saez

- D& M2 Dolores del Castillo Bilbao
- D& Belén Garcia-Villanova Ruiz

- D2 Maria Izquierdo Pulido

- D2 Teresa Salabert Salvador

Va ser dirigida per:
D?. Rosaura Farre Rovira
D2 Amparo Asuncion Alegria Toran

©Copyright: Servei de Publicacions
Lourdes Bosch Juan

Deposit legal:
1.S.B.N.:978-84-370-6947-0
Edita: Universitat de Valéncia
Servei de Publicacions
C/ Artes Graficas, 13 bajo
46010 Valencia
Spain
Teléfon: 963864115



VNIVERSITATG D VALENCIA

Facultat de Farmacia

Estudio de la reaccion de Maillard

en papillas listas para el consumo

TESIS DOCTORAL

Lourdes Bosch Juan
Valencia, Febrero 2007






UNIVERSITAT DE VALENCIA

Facultat de Farmacia

Departament de Medicina Preventiva i Salut Publica,
Ciencies de I’ Alimentacid, Toxicologia i Medicina Legal

Area de Nutricié i Bromatologia

ESTUDIO DE LA REACCION DE MAILLARD
EN PAPILLAS LISTAS PARA EL CONSUMO

TESIS DOCTORAL

Presentada por:
Lourdes Bosch Juan

Dirigida por:
Dra. Dfia. Amparo Alegria Toran

Dra. Dna. Rosaura Farré Rovira

Valencia, Febrero 2007






UNIVERSITAT DE VALENCIA
Facultat de Farmacia
Departament de Medicina Preventiva i Salut Publica,
Ciéncies de I’ Alimentacio, Toxicologia i Medicina Legal
Area de Nutricié i Bromatologia

AMPARO ALEGRIA TORAN y ROSAURA FARRE ROVIRA,
profesora titular y catedratica, respectivamente, del area de Nutricion y
Bromatologia del Departamento de Medicina Preventiva y Salud Publica,
Ciencias de la Alimentacién, Toxicologia y Medicina Legal, de la

Universitat de Valéncia,

CERTIFICAN QUE: la licenciada en Farmacia LOURDES
BOSCH JUAN ha realizado, bajo su direccién y en los laboratorios del
area de Nutricion y Bromatologia, un trabajo que lleva por titulo:
“Estudio de la reaccién de Maillard en papillas listas para el
consumo”, y autorizan su presentacion para optar al Grado de Doctor en

Farmacia.

Y para que asi conste, expiden y firman el presente certificado, en

Valencia, Febrero de 2007.

Fdo: Amparo Alegria Toran Fdo: Rosaura Farré Rovira






Esta trabajo forma parte del contrato de Investigacion entre la
Universitat de Valéncia y Hero Espafia S.A., para el estudio de la
“Estabilidad de las papillas listas para el consumo/leches de crecimiento.
Busqueda de indicadores de rutina para su evaluacion y estudio durante el

periodo de vida util”.
Grupo de investigacion Bionutest (03/003).

La doctoranda Lourdes Bosch Juan ha disfrutado de una beca
predoctoral de Formacion de Profesorado Universitario del Ministerio de

Educacién y Ciencia.






La realizacion de esta tesis me ha permitido ampliar mi
conocimiento cientifico y me ha brindado la oportunidad de conocer y
redescubrir a personas maravillosas que me han acompafiado en el

camino. A todas ellas quisiera expresar mi mas sincero agradecimiento.

A la Dra. Rosaura Farré, por concederme el privilegio de estar a su lado y
poder aprender de toda su sabiduria. Gracias por la orientacion, el

esfuerzo y el tiempo dedicado.

A la Dra. Amparo Alegria, por ser una excelente directora y amiga, por
transmitirme ensefanzas tan valiosas y saber aconsejarme lo mejor en

todo momento. Gracias por confiar en mi, por la paciencia y el apoyo.

A las Dras. Reyes Barberd y M?*Jestis Lagarda, por su carifio y disposicion
para escucharme y prestarme su ayuda. A las Dras. Ana Frigola, M*José
Esteve y Victoria Alonso, por interesarse continuamente por mi trabajo y

por su afecto.

A la Dra. Isabel Frasquet, porque era una persona admirable y era un
regalo poder pasar un ratito escuchandola. Siempre recordaremos todo lo

que aprendimos con ella.

A Lupe, Clara, Sara y Ana, por estar siempre ahi a lo largo de estos afios
de tesis, por las numerosas veces que se han preocupado por mi y
especialmente por su amistad. Ha sido un placer trabajar y compartir ideas

e inquietudes con vosotras.



A Toni, Ramoén, Celia, M*José, Francisco, Rebeca, Moisés, Loles, Inma,
Blanca, Pili, Vicente, Esther, Fernando, Paco, Mobnica y Meli, mis
compaifieros y amigos del laboratorio y el dia a dia, tanto los que siguen,
como los que ya se fueron, por poder siempre contar con ellos, por crear

un ambiente de trabajo agradable y por los buenos ratos pasados.

A los compaiieros del area de Toxicologia, por su simpatia y por estar

siempre dispuestos a colaborar.

A Amparo, Carmen y Juana, por resolver con una sonrisa cualquier

problema técnico y administrativo.

A la Dra. Loli del Castillo del Instituto de Fermentaciones Industriales del
CSIC, por su labor cientifica, por los continuos animos durante mi
estancia y por ser una persona tan agradable. A las Dras. Antonia Montilla
y M. Luz Sanz, por prestarme su colaboracion en todo momento y

portarse estupendamente conmigo.

Al Dr. Agustin Olano y las Dras. Nieves Corzo y Mar Villamiel del IFI,

por su atencion y tan cordial acogida.

A Miryam, Jose, Fernando, Javi, Valle, Alejandra, Marta, Jiirgen, Ana,
Laura y Adolfo del IFI, por ser unos compafieros excelentes y por

hacerme sentir como en casa desde el primer dia.

Al Dr. Gonzalo Clemente, por su inestimable ayuda en el tratamiento

estadistico de los resultados.

J



A la Dra. Ana Salvador, por las facilidades dadas para poder llevar a cabo

la medida del color de las muestras.

A Hero Espafa S.A., por su contribucion para la realizacion de este

trabajo.

A mis padres, que siempre me han apoyado y sin los cuales nada habria
conseguido. Gracias por ayudarme desde el principio y mostrarme tanto

carino.

A mi hermano y amigo, por tener un caracter tan espontaneo y alegre y

llevarnos tan bien.

Muy especialmente a Rodri, al que tengo que agradecer todo y mas.
Gracias por ser como eres, por tu comprension, por cuidarme tanto y

sobre todo por compartir la vida conmigo.

A todas aquellas personas que no he nombrado y se han preocupado por

la evolucion de este trabajo.






A mis padres






A Rodri






Indice







indice

Pagina
Indice de cuadros I
indice de figuras \
Abreviaturas IX
Objeto del trabajo 3
Plan de trabajo 7
Introduccion

1. Alimentacion infantil 11
1.1. Alimentacién en la lactancia y en la infancia 11
1.1.1. Alimentacién durante los primeros 5 o 6 meses 12

1.1.2. Alimentacion desde el 5°-6° mes de vida hasta el
afio de edad 14
1.1.3. Alimentacion a partir del primer afio de vida 15

1.2. Tipos de alimentos infantiles comerciales utilizados en la
alimentacion complementaria o Beikost 16
1.3. Legislacion 18

2. Importancia de las proteinas en la alimentacion del lactante y
nino de corta edad 23

2.1. Requerimientos y recomendaciones de proteinas y
aminoacidos 23
2.1.1. Criterios para determinar las necesidades proteicas 26



indice

2.2.

2.1.2. Criterios para determinar las necesidades de
aminoacidos

Evaluacion de la calidad proteica

2.2.1. Determinacion de los indices quimicos

2.2.2. Determinacion de la digestibilidad de las proteinas

2.2.3. Determinacion de la biodisponibilidad de las

proteinas

3. Reaccion de Maillard

3.1.
3.2.

3.3.

3.4.

Quimica de la RM

Factores que afectan al desarrollo de la RM

3.2.1. Naturaleza y concentracion de los compuestos que
reaccionan

3.2.2. Actividad de agua y estado fisico-quimico del
alimento

3.2.3. pH

3.2.4 Temperatura

3.2.5. Otros factores

Consecuencias de la RM

3.3.1. Efectos sobre el valor nutritivo

3.3.2. Aspectos toxicoldgicos

3.3.3. Capacidad antioxidante/prooxidante de los PRM

Indicadores de la RM durante el procesado y

almacenamiento de los alimentos

3.4.1. Indicadores de las etapas iniciales de la RM

3.4.2. Indicadores de las etapas avanzadas de la RM

29
33
36
38

39

43
44
55

55

56
56
57
58
58
59
62
67

69
69
71



indice

3.4.3. Indicadores de las etapas finales de la RM

Parte experimental

1.

2.

Instrumentacion, material y reactivos

1.1. Instrumentacion

1.2. Material

1.3. Reactivos

Muestras

2.1. Papillas de cereales con leche (PCL)

2.2.

2.1.1. Descripcion y composicion
2.1.2. Proceso de fabricacion
2.1.3. Muestreo

Otros alimentos

Métodos de analisis

3.1.

3.2.

3.3.

Aminoécidos

3.1.1. Preparacion de la muestra

3.1.2. Determinacion por CLAR

3.1.3. Anadlisis cualitativo y cuantitativo
Furosina

3.2.1. Preparacion de la muestra

3.2.2. Determinacion por CLAR

3.2.3. Célculo del porcentaje de lisina bloqueada

Compuestos fluorescentes (AGEs)

76

81
81
84
85

91
91
91
93
96
96

99

99

99
102
104
108
108
109
111
112



indice

3.4. N°-Carboximetil-lisina (CML)

3.5.

3.4.1.
3.4.2.
3.4.3.
3.4.4.
Color

Preparacion de la muestra
Determinacion por GC-FID
Identificacion de lisina, LAL y CML
Cuantificacion de lisina, LAL y CML

3.6. Analisis estadistico

4. Resultados y discusion

4.1. Optimizacion y validacion de métodos de determinacion

4.2.

4.3.

de compuestos indicadores de la RM

4.1.1. Aminoéacidos

4.1.2.
4.1.3.

Compuestos fluorescentes

CML

Aminoacidos en PCL

4.2.1.
4.2.2.

Contenidos

Calidad proteica

Influencia del almacenamiento en la evolucidén de la RM

en PCL
4.3.1.
4.3.2.
4.3.3.
4.3.4.

Furosina

Compuestos fluorescentes (AGEs fluorescentes)
Color

Relacion entre los indicadores de las distintas

etapas de la RM

114
115
118
119
127
127
129

131

131
131
143
144
148
148
151

155
155
166
180

185



indice

44. CML 188
4.4.1. Optimizacion del proceso de preparacion de
sistemas modelo 188
4.4.2. CML en sistemas modelo 188
4.4.3. Formacion de CML a partir de compuestos de
Amadori 191
4.4.4. CML en muestras de alimentos 192
Conclusiones 201
Bibliografia 207
Difusion de resultados 235






Indice de cuadros

INDICE DE CUADROS

Cuadro Pagina
1 Composicion de aminodacidos de la caseina 22
2 Ingestas dietéticas de referencia de proteinas (g/kg/dia) para
lactantes y nifios de corta edad segiin FNB (2005) 29
3 Requerimientos estimados de proteinas (g/kg/dia) para
lactantes y nifios de corta edad segin FAO/OMS (1985) 29
4  Requerimiento estimado medio (EAR) e ingesta dietética
recomendada (RDA) de aminoacidos (mg/kg/dia) para
lactantes y nifios de corta edad segiin FNB (2005) 34
5 Estimacion del requerimiento de aminoacidos (mg/kg/dia)
para lactantes y nifios de corta edad segin FAO/OMS (1985) 34
6 Composicion de aminoacidos (mg/g proteina) de las proteinas
patron de referencia propuestas por la FAO/OMS (1985) y el
FNB (2002) para lactantes y nifios de corta edad 37
7  Valor energético (kcal/100g) y composicion (g/100g) de las
PCL estudiadas 91
8  Vitaminas y minerales que contienen las PCL estudiadas 92
9  Cantidad de proteina presente en los alimentos en los que se
realiza la determinacion de CML 98
10  Gradiente de elucion seleccionado para la determinacion
cromatografica de los aminoacidos 103
11 Factores de respuesta (F) obtenidos para los aminoacidos 105



Indice de cuadros

Cuadro

12 Precision del método de determinaciéon de compuestos
fluorescentes expresada en % CV

13 CML. Cantidad de alimento hidrolizado (equivalente a 22
mg de proteina)

14 Fragmentos principales obtenidos en los MS de los N-tert-
butildimetilsilil derivados de CML1, CML2, LAL y CHPL

15 Limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) en la
determinacion de aminoacidos

16 Estudio del efecto de la matriz (método de adicidon) en la
determinacion de aminoécidos

17 Precision expresada como coeficiente de variacion en la
determinacion de aminoacidos

18 Exactitud de la derivatizacion y/o determinacion
cromatografica de los aminoacidos de las PCL

19  Exactitud del método de determinacion de los aminoacidos
estimada con ensayos de recuperacion con caseina afiadida

20 LD, precision y exactitud (% de recuperacion) obtenida por
otros autores para la determinacion de CML utilizando
distintas técnicas

21  Contenido de aminoécidos (mg/g proteina), expresado como
media + desviacion estandar, en las tres PCL (A, B y C)
analizadas

22 Porcentajes de cumplimiento de las RDA para aminoécidos

II

esenciales y semiesenciales proporcionados por una racion

(250 mL) de PCL de tipo A, B (con miel) y C (con frutas)

Péagina

114

117

126

133

136

138

140

142

145

149

152



Indice de cuadros

Cuadro

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32
33

Indice quimico y aminoécido limitante considerando como
proteina de referencia la caseina (ESPGAN, 1981; Directiva
2006/125/CE) o la proteina patron propuesta por la
FAO/OMS (1985)

Contenidos de furosina (mg/g proteina) de las PCL
analizadas

Pentodil-lisina libre en las PCL analizadas, expresada como
% IF respecto a un patron de sulfato de quinina de 7.5
pug/mL

Pentodil-lisina total en las PCL analizadas, expresada como
% IF respecto a un patréon de sulfato de quinina de 7.5
pug/mL

AGEs libres en las PCL analizadas, expresados como % IF
respecto a un patron de sulfato de quinina de 0.5 pg/mL
AGEs totales en las PCL analizadas, expresados como % IF
respecto a un patron de sulfato de quinina de 0.5 pg/mL
Valores medios (n=4) de los parametros de la medida del
color L*, a* y b* para las tres PCL analizadas

Regresion simple y correlaciones parciales entre los
indicadores de la reaccion de Maillard

Lisina, CML y LAL, expresada en mg/100 g proteina, en los
alimentos analizados

CML obtenida por distintos autores en distintos alimentos

LAL obtenida por diferentes autores en distintos alimentos

III

Péagina

153

156

167

168

169

170

181

186

194

195
197



v



indice de figuras

INDICE DE FIGURAS

Figura Péagina
1 Mercado de alimentos infantiles en Espafia (Mercasa, 2006) 19
2 Etapainicial de la RM en la leche 46
3 Via 1,2-E de la RM en la leche 49
4 Via 2,3-E de la RM en la leche 50
5  Degradacion de Strecker 53
6  Vias de formacion de CML in vitro 75
7 Diagrama de fabricacion de las PCL 95
8  Cromatograma obtenido para un patron de aminoacidos (a) y
patron de MetS y CysA (b) (0.01mM de cada aminoécido) 106
9  Cromatogramas correspondientes a los aminoacidos de una
papilla B analizada sin (a) y con (b) oxidacion perféormica
previa a la hidrdlisis acida 107
10  Estructura de la furosina y cromatogramas obtenidos en la
determinacion de furosina en: (a) patron de concentracion 2
pg/mL y (b) papilla A 110
11 Determinacion de CML, lisina y LAL por CG-FID.
Programa de calentamiento del horno 119
12 Cromatograma obtenido al inyectar BSA carboximetilada

(tiempo de incubacion con 4acido glioxilico 'y

cianoborohidruro so6dico 24 horas) (CG-FID) 120



Indice de figuras

Figura

13 Cromatograma obtenido al inyectar papilla B (con miel)
almacenada 9 meses a 37°C (CG-FID)

14 Cromatograma CG-MS de los N-tert-butildimetilsilil
derivados de CML y LAL

15 Espectros de masas de los N-tert-butildimetilsilil derivados
de CML

16 Espectro de masas del N-tert-butildimetilsilil derivado de
LAL

17 Espectro de masas del N-tert-butildimetilsilil derivado de
CHPL

18  Estructura de la CML, LAL y Lys derivatizadas

19 Relacion entre la respuesta (medida como areas de los
picos) y la concentraciéon de CML

20  Perfil aminoacidico de las PCL analizadas (A, By C) y de la
leche

21 Furosina. Interacciones tiempo de almacenamiento-
temperatura y tiempo de almacenamiento-tipo de muestra

22 Valores observados frente a predichos para la furosina y
ecuacion de regresion multiple obtenida

23 Compuestos fluorescentes. Interacciones temperatura de
almacenamiento - tipo de muestra

24  Compuestos fluorescentes. Interacciones tiempo de
almacenamiento - tipo de muestra

25 Valores observados frente a predichos para AGEs libres y

VI

totales y ecuaciones de regresion multiple obtenidas

Pagina

121

123

124

125

125
128

147

150

161

162

174

175

178



indice de figuras

Figura Pagina
26  Valores observados frente a predichos para pentodil-lisina

libre y total y ecuaciones de regresion multiple obtenidas 179
27  AE en las tres PCL analizadas 182
28 Color AE. Interaccion tiempo de almacenamiento-tipo de

muestra 183
29  Valores observados frente a predichos para el AE y ecuacion

de regresion multiple obtenida 185

30 Formacion de CML en sistemas modelo 190

VII



VIII



Abreviaturas

ABREVIATURAS

AAbA
AGEs

Al
ANOVA
AQC

BSA
CG
CHPL
CLAR
CML
C-PER
Ccv
DAP
DRI
EAR
EIl
ESPGAN

FAO
FID

Acido L-ai-amino-n-butirico

Advanced glycation end products o productos de glicacion
de las etapas avanzadas de la RM

Ingesta adecuada

Andlisis de la varianza
6-Aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato
Actividad de agua

Albumina bovina sérica

Cromatografia de gases
N°-(1-(carboxi-3-hidroxipropil )-L-lisina)
Cromatografia liquida de alta resolucion
Carboximetil-lisina

Coeficiente de eficacia proteica calculado
Coeficiente de variacion

Acido 2,6-diaminopimélico

Ingestas dietéticas de referencia

Requerimiento medio estimado

Impacto electrénico

Sociedad Europea de Nutricion y Gastroenterologia
Pediatrica

Factor de respuesta

Food and Agriculture Organization

Detector de ionizacion de llama

IX



Abreviaturas

FMOC
FNB
HAL
HMF
IF

LAL
LC

LD
3-MPA
MS
MTBSTFA
ND
NPR
NPU
ODS
OMS
OPA

p

PCL
PDCASS
PER
PITC
PRM

r

RAGE

RDA

9-Fluorenilmetil-cloroformato
Food and Nutrition Board

Histidinoalanina

Hidroximetilfurfural (5-hidroximetil-2-furfuraldehido)

Intensidad de fluorescencia
Lisinoalanina

Limite de cuantificacion

Limite de deteccion

3-Acido mercaptopropionico
Espectrometria de Masas
N-metil-N-(tert-butildimetilsilil)-trifluoroacetamida
No detectado

Coeficiente proteico neto
Utilizacidn neta proteica

Octadecil silice

Organizaciéon Mundial de la Salud
O-ftalaldehido

Nivel de significacion

Papillas de cereales con leche

Indice quimico corregido por la digestibilidad
Coeficiente de eficacia proteica
Fenilisotiocianato

Productos de la reaccion de Maillard
Coeficiente de correlacion

Receptor para AGEs

Real Decreto

Ingesta dietética recomendada



Abreviaturas

RM Reaccion de Maillard
tBDMSi N-tert-butildimetilsilil
TCA Acido tricloroacético

UL Ingesta méaxima tolerable
VB Valor biolégico

Abreviaturas de los aminoacidos

Ala Alanina

Arg Arginina

Asn Asparragina
Asp Acido aspértico
Cys Cisteina

Gln Glutamina

Glu Acido glutamico
Gly Glicina

His Histidina

Ile Isoleucina

Leu Leucina

Lys Lisina

Met Metionina

Phe Fenilalanina
Pro Prolina

Ser Serina

Thr Treonina

Trp Triptéfano

Tyr Tirosina

Val Valina

XI



XII



Objeto del trabajo







Objeto del trabajo

OBJETO DEL TRABAJO

Los tratamientos tecnologicos (en especial los térmicos) y el
almacenamiento pueden modificar el valor nutritivo de los alimentos
infantiles, debido a interacciones entre los componentes que los
constituyen. La reaccion de Maillard (RM), que afecta a los carbohidratos
y las proteinas, es de especial interés, porque provoca una disminucién
del valor nutritivo, puede originar compuestos antinutritivos y toxicos y
modifica las propiedades organolépticas y funcionales del alimento. Este
hecho tiene mayor importancia en este tipo de alimentos, cuyo consumo
va en aumento en paises industrializados, ya que estan destinados a un

grupo de poblacion con elevados requerimientos proteicos.

El conocimiento del alcance de la RM en los alimentos infantiles
permite predecir los cambios que sufren durante los tratamientos
utilizados en su elaboracion y durante su posterior almacenamiento, y por
lo tanto, controlar y optimizar los procesos para obtener productos de

mejor calidad.

El objeto final del trabajo es contribuir a un mejor conocimiento
del alcance de la RM en papillas de cereales con leche (PCL) listas para el
consumo, que permita evaluar la calidad nutritiva/ proteica de este tipo de

productos.

Se pretende alcanzar los siguientes objetivos concretos:



Objeto del trabajo

I. La optimizacion y validaciéon de métodos para la determinacion

de compuestos indicadores de la evolucion de la RM.

II. El estudio de la evolucion de la RM durante un periodo de
almacenamiento de 9 meses, asi como la influencia de las condiciones de
almacenamiento (tiempo y temperatura) sobre las etapas iniciales,

avanzadas y finales de la RM.

Este trabajo se encuadra dentro de un proyecto mas amplio cuyo
objeto es la busqueda de indicadores de rutina que permitan evaluar y
estudiar la estabilidad de las fracciones proteica y lipidica de PCL listas

para el consumo durante el periodo de vida qtil
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Plan de trabajo

PLAN DE TRABAJO

Para alcanzar los objetivos mencionados se propone un plan de

trabajo que consta de las siguientes etapas:

1. Optimizacion y validacion de métodos para la determinacion de

compuestos indicadores de la evolucion de la RM en PCL listas para

el consumo.

1.1.

1.2.

1.3.

Puesta a punto y validacion de un método de determinacion
de aminoacidos por cromatografia liquida de alta resolucion
(CLAR) en fase reversa.

Adaptacion a las muestras problema de métodos de
determinacion de furosina y compuestos fluorescentes
(advanced glycation end products o AGEs) puestos a punto y
validados en férmulas para lactantes en trabajos previos.
Puesta a punto y validacion de un método de determinacion
de carboximetil-lisina (CML) por cromatografia de gases

(CG).

2. Estudio de la evolucion de la RM durante 9 meses de

almacenamiento. Influencia de las condiciones de almacenamiento

(tiempo y temperatura) sobre las etapas iniciales, avanzadas y finales

de la RM.

2.1.

2.2.

Determinacion de los aminoacidos proteinogénicos en la
muestras objeto de estudio.
Disefio del muestreo: seleccion de las temperaturas y tiempos

de muestreo durante el almacenamiento de las muestras.



Plan de trabajo

2.3.

2.4.

Determinacion de furosina como indicador de las etapas
iniciales de la RM y de AGEs y color como pardmetros
indicadores de las etapas avanzadas y finales,
respectivamente, en las muestras objeto de estudio.

Tratamiento estadistico de los resultados para evaluar la
influencia de las condiciones de almacenamiento en el
desarrollo de la RM y estabilidad proteica de las muestras

estudiadas.

3. Aplicacion del método de determinacion de CML a alimentos de

distinta naturaleza, incluyendo las PCL.

4. Redaccion de la memoria.
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1. ALIMENTACION INFANTIL

1.1. Alimentacidn en la lactancia y en la infancia

La alimentacion durante la lactancia y el periodo de destete es
esencial para asegurar un buen crecimiento y desarrollo del lactante y
para mantener su salud. Ademas, una nutricion adecuada es crucial para el
bienestar a largo plazo y la calidad de vida (Bueno y Bueno, 2003;

Dupont, 2003).

Crecimiento y nutricion estan estrechamente relacionados, hasta el
punto que la malnutricién cronica es, a nivel mundial, la causa mas
frecuente de bajo crecimiento. En cambio, el consumo de una dieta mas
energética y rica en proteinas ha sido uno de los factores responsables del
aumento de talla y de la aceleracion del ritmo madurativo que se ha
producido en los paises desarrollados en los ultimos cien afios

(Hernandez, 1999).

En el recién nacido y durante el primer afio de vida, los érganos
encargados de la digestion de los alimentos y absorcion de los nutrientes
se encuentran en un proceso de maduracion, siendo menos eficientes.
Ademas, la regulacion del metabolismo hidromineral y del equilibrio
térmico es mas imperfecta que en el adulto, por lo que la nutricion es un
proceso mas vulnerable. Asi, para mantener un estado nutricional

satisfactorio y un ritmo de crecimiento normal, la dieta debe adecuarse a
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la capacidad digestivo-metabdlica y a las necesidades fisiologicas

cambiantes a lo largo de la lactancia y la infancia (Hernandez, 1999).

En la alimentacion del nifio en el primer afio de vida, se
diferencian dos etapas bien definidas. La primera, durante los 5 o 6
primeros meses, comporta la utilizacion de un régimen lacteo en
exclusiva. La segunda, que va del 5° o 6° mes de vida hasta el afio de
edad, continua incluyendo productos lacteos en una gran medida, pero
asocia ya, a estos ultimos, una variada gama de otros alimentos (Casado

de Frias et al., 1993; Martinez y Hernandez, 1993).

1.1.1. Alimentacion durante los primeros 5 o 6 meses (Casado de Frias et
al., 1993; Martinez y Hernandez, 1993; Ronayne de Ferrer, 1995;
Nasirpour et al., 2006)

El alimento ideal en esta etapa es la leche materna, ya que aporta
los nutrientes necesarios y en las cantidades adecuadas, existe una
adecuacion entre lo que el nifio recibe y lo que es capaz de digerir,
absorber y eliminar y contiene una serie de factores dotados con

propiedades antiinfecciosas.

Aunque la lactancia natural es la ideal para el nifio, es evidente
que se precisan otras alternativas para aquellos casos en los que no es
posible o en los que el suministro de la misma es insuficiente. La
lactancia artificial es una alternativa, para lo que se utilizan formulas de
inicio, que cubren las necesidades del lactante durante los primeros 4 0 6
meses de vida, aunque también pueden usarse conjuntamente con otros

alimentos hasta el afio de edad.
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Las formulas para lactantes se preparan, habitualmente, a partir de
leche de vaca, modificando su composicion para intentar proporcionar al
nifio un producto que sea lo mas parecido posible a la leche de mujer. No
es posible conseguir un producto idéntico porque no pueden incluirse las
células dotadas de actividad ni los componentes que todavia se

desconocen.

Se dispone también de formulas para lactantes con intolerancia a
la lactosa, que se preparan a partir de leche de vaca sustituyendo la lactosa
por otros hidratos de carbono, como las maltodextrinas o polimeros de

glucosa.

En los casos en que los lactantes presentan reacciones adversas a
la leche de vaca, se pueden utilizar férmulas basadas en la proteina de
soja. Estas formulas también pueden estar indicadas cuando se requiere
una dieta sin lactosa y/o galactosa o en el caso de familias vegetarianas.
La proteina de soja no puede utilizarse en lactantes que muestran alergia a
la misma, en cuyo caso se usan formulas a base de hidrolizados proteicos
(de caseina o de proteinas del suero), denominadas férmulas

hipoalergénicas.

Se dispone asimismo de formulas especiales para lactantes
prematuros con mayor contenido proteico y mineral, ademas de mayor
densidad energética, que contienen parte de la fraccion grasa en forma de
triglicéridos de cadena media; asi como formulas especiales para lactantes

con errores congénitos de metabolismo.
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1.1.2. Alimentacion desde el 5°-6° mes de vida hasta el afno de edad

Se aconseja la utilizacion de leche materna o férmula como
alimento fundamental hasta el afio de edad, pero a partir del 5° o 6° mes
de vida, se deben introducir otros alimentos para cumplimentar los
aportes nutricionales. Los requerimientos hidricos disminuyen
ligeramente y el uso de alimentos s6lidos o semis6lidos permite mantener
el aporte energético sin aumentar el volumen de la dieta. Ademas, la
capacidad digestiva ha mejorado y la funcion renal ha madurado (Casado

de Frias et al., 1993).

Los alimentos distintos a la leche materna y a la formula que
recibe el lactante después del 5° o 6° mes, se denominan alimentacion
complementaria, adicional o Beikost, y se caracterizan por el aporte de
alimentos so6lidos o semisolidos proporcionados diariamente de forma

regular y en cantidades significativas (Pérez-Choliz, 2003).

La diversificacion de los alimentos orienta y educa el gusto del
niflo hacia alimentos que formaran parte, posteriormente, de su dieta
habitual, y permite proporcionar otros compuestos, como son las fibras, e
incrementar el contenido de algunos otros, como el hierro o las vitaminas,
de las que el nifio estd necesitado a partir del tercer mes. Se inicia la
masticacion y el uso de utensilios para comer (Casado de Frias et al.,

1993).

La introduccion de cualquiera de los alimentos debe ser lenta y
progresiva. El destete no supone un cese brusco del aporte de leche

materna o de formula, sino que se trata de un periodo de transicion en el

14



Introduccion

que se reducen de forma progresiva el nimero de tomas y se introducen

alimentos no lacteos (Pérez-Choliz, 2003).

Las papillas a base de cereales suelen ser el primer alimento solido
que recibe el lactante. Tienen un contenido elevado de hidratos de
carbono y son, por tanto, muy energéticas. Contribuyen al suministro de
proteinas, minerales, vitaminas y acidos grasos esenciales (Martinez y

Hernandez, 1993).

Las frutas, hortalizas, legumbres y carnes pueden introducirse en
la dieta a partir del sexto mes. El pescado debe introducirse a partir de los
diez meses de edad y el huevo a partir de los once meses, por su elevada

capacidad antigénica (Martinez y Hernandez, 1993).

Puesto que la leche debe ser el alimento basico y la leche materna
pocas veces se mantiene en la cantidad necesaria hasta el fin del primer
afo, se hace indispensable el empleo de formulas de continuacion, en
general, a base de leche de vaca. La leche de vaca entera no se
recomienda hasta el afio de edad, para evitar la ferropenia, la
deshidratacion debida a una elevada carga renal de solutos, posibles
deficiencias de nutrientes y mayor riesgo de alergia alimentaria (Bueno y

Bueno, 2003).

1.1.3. Alimentacion a partir del primer afio de vida (Casado de Frias et al.,

1993; Martinez y Hernandez, 1993)

La alimentacion correcta a partir del primer afio de vida se basa en

el consumo de una dieta equilibrada que asegure un crecimiento y
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desarrollo 6ptimos, evite carencias nutricionales y prevenga enfermedades

del adulto, como las cardiovasculares o la obesidad.

La definicion de la alimentacion en la lactancia es mas facil al
disponer de un patrén de referencia como el de la leche materna. Las
recomendaciones para etapas posteriores proceden de estudios realizados
en poblaciones de niflos sanos con un patréon de crecimiento normal,
aconsejando un margen de seguridad para cubrir variaciones biologicas y

ambientales.

Desde hace unos afos se comercializa un tipo de leches infantiles
denominadas leche de crecimiento, tipo 3 o junior, de composicion
intermedia entre las formulas de continuaciéon y la leche de vaca,

destinadas a nifios con mas de un afio de edad.

1.2. Tipos de alimentos infantiles comerciales utilizados en la

alimentacién complementaria o Beikost

Las papillas de cereales son uno de los primeros alimentos que se
introducen en la alimentacion complementaria. En la actualidad no suelen
prepararse en casa, pues se dispone de preparados comerciales que se
presentan de distintas maneras, por ejemplo, con o sin adicion de leche. El
tipo de cereales a utilizar es variable, puede usarse uno solo o varios
simultaneamente. En Espafia, los que se utilizan con mayor frecuencia son
el trigo, la avena, la cebada, el centeno, el arroz y el maiz. Los cuatro
primeros son cereales con gluten y no deben administrarse hasta después
del sexto mes; mientras que el arroz y el maiz son cereales sin gluten y

podrian utilizarse a partir del cuarto mes (aunque es preferible iniciar su

16



Introduccion

administraciéon a partir del sexto). Normalmente, los cereales de estos
preparados comerciales se tratan previamente con la accion del calor o de
enzimas para facilitar la digestion e incorporacion a la leche, formula,

agua o caldo (Casado de Frias et al., 1993; Martinez y Hernandez, 1993).

Las frutas también son alimentos de introduccién temprana en la
alimentacion complementaria a modo de purés, mezclando y triturando
varias frutas o en forma de zumos. El platano, la manzana y la naranja

suelen ser las frutas mas utilizadas.

Los purés de verduras son, generalmente, el tercer alimento que se
ofrece en la alimentacion complementaria. Estos pueden enriquecerse mas
adelante con una pequena cantidad de legumbres cocidas. La
incorporacién de proteinas de alto valor biolégico, como carne, pescado o
huevo, se realiza en el momento oportuno adiciondndolas a los purés. En
muchas ocasiones estos alimentos se preparan en casa, pero cada vez es
mas frecuente utilizar productos comerciales (tarritos), que asocian
vegetales o cereales con carne o pescado, y se elaboran con diversas

texturas y adaptados a las distintas edades (Casado de Frias et al., 1993).

El consumo de alimentos infantiles elaborados en la industria ha
aumentado de forma extraordinaria en los paises industrializados en las
dos ultimas décadas. Existen en el mercado mas de 300 variedades
diferentes de alimentos infantiles, que pueden contener cereales,
productos lacteos, fruta, verduras, carne, pescados y huevos (Hernandez,

1999).
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En Espafia, el mercado de alimentos infantiles registra en la
actualidad las mayores tasas de crecimiento dentro de la alimentacién no
perecedera, alrededor de un 12% en la distribucion moderna, donde llegan
hasta las 47.550 toneladas. La distribucion por productos se representa en

la figura 1 (Mercasa, 2006).

Ademas de los productos clasicos, otros productos infantiles,
como las galletas, los yogures y las infusiones, se usan cada vez mas en la

alimentacion infantil (Mercasa, 2005).

En Espafia, un recién nacido consume como promedio, alrededor
de 30 kilos de férmulas para lactantes, 35 kilos de papillas y unos 43 kilos
de tarritos. Estos valores son similares a los de otros paises del entorno,
excepto el valor para los tarritos, que es relativamente bajo (Mercasa,

2006).

1.3. Legislacion

Los alimentos a base de cereales y alimentos infantiles para
lactantes (nifios menores de 12 meses) y nifios de corta edad (nifios entre
1 y 3 afios de edad) vienen regulados por la Directiva 2006/125/CE, de 5
de diciembre de 2006, que deroga la anterior, modificada en diversas
ocasiones [Directiva 96/5/CE, de 16 de febrero (Real Decreto (RD)
490/1998, de 27 de marzo), actualizada mediante la Directiva 98/36/CE
de 2 de junio (Orden de 14 de julio de 1999) y modificada por la
Directiva 99/39/CE, de 6 de mayo (RD 1445/2000, de 31 de julio) y la
Directiva 2003/13/CE, de 10 de febrero (RD 480/2004, de 26 de marzo)].
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Figura 1. Mercado de alimentos infantiles en Espafia (Mercasa, 2006).
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especial, que satisfacen las necesidades especificas de los lactantes y

nifios de corta edad en buen estado de salud, destinados a los lactantes

durante el periodo de destete y a los nifios de corta edad, como

complemento de su dieta y/o para su progresiva adaptacion a los

alimentos normales. Se clasifican en dos grupos:

1. Alimentos elaborados a base de cereales, que se dividen en las

cuatro categorias siguientes:

a. Cereales

simples reconstituidos o que

deben

reconstituirse con leche u otro liquido alimenticio

adecuado.
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b. Cereales con adicion de otro alimento rico en proteinas
reconstituidos o que deben reconstituirse con agua u
otro liquido que no contenga proteinas.

c. Pastas que se deben cocer en agua hirviendo o en otros
liquidos apropiados antes de su consumo.

d. Bizcochos y galletas que pueden consumirse
directamente o, una vez pulverizados, con adicion de

agua, leche u otro liquido adecuado.

Los alimentos elaborados a base de cereales se preparardn a partir
de uno o varios cereales o raices feculentas, previamente triturados. La
cantidad de cereal y/o raiz feculenta sera como minimo del 25% en peso

de la mezcla final seca.

2. Alimentos infantiles distintos de los alimentos elaborados a base

de cereales.

Los alimentos elaborados a base de cereales y los alimentos
infantiles se fabrican con ingredientes cuya adecuacion a la alimentacion
especial de los lactantes y nifios de corta edad haya sido determinada
mediante datos cientificos generalmente aceptados. La Directiva regula la
composicion de estos alimentos, las sustancias nutritivas que pueden

adicionarse en su fabricacion y el limite maximo, asi como el etiquetado.

No pueden contener ninguna sustancia en cantidad tal que ponga
en peligro la salud de los lactantes y niflos de corta edad. Asi, se
especifican los limites maximos de residuos de plaguicidas o de

metabolitos de plaguicidas en el producto listo para el consumo o
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reconstituido conforme a las instrucciones del fabricante, asi como los
plaguicidas que no se pueden utilizar en los productos agricolas

destinados a la elaboracion de estos alimentos.

La edad a partir de la cual pueden consumirse estos alimentos es

de cuatro meses como minimo.

Las papillas de cereales con leche (PCL), objeto de este estudio, se
integran en la categoria 1.b (alimentos elaborados a base de cereales con
adicion de otro alimento rico en proteinas). Su composicion en proteinas,

hidratos de carbono y lipidos, debe adaptarse a los siguientes criterios:

- El contenido en proteinas serd como maximo de 5.5 g/100 kcal.

- Se deberan afiadir como minimo 2 g/100 kcal de proteinas.

- El indice quimico de las proteinas afiadidas serd equivalente
como minimo al 80% de la proteina de referencia (caseina) o el
coeficiente de eficacia proteinica en la mezcla sera equivalente como
minimo al 70% de la proteina de referencia. En el cuadro 1 se indica la

composicion de aminoacidos de la caseina.

- Si se afiade al producto sacarosa, fructosa, glucosa, jarabe de
glucosa o miel, la cantidad de hidratos de carbono procedente de estas
fuentes no sera superior a 5 g/100 kcal. La cantidad de fructosa afiadida

no sera superior a 2.5 g/100 kcal.

- El contenido en lipidos sera como méaximo 4.5 g/100 kcal.
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Cuadro 1. Composicion de aminoacidos de la caseina.

g/100g caseina g/100g caseina
Arginina 3.7 Metionina 2.8
Cistina 0.3 Fenilalanina 5.2
Histidina 2.9 Treonina 4.7
Isoleucina 5.4 Triptéfano 1.6
Leucina 9.5 Tirosina 5.8
Lisina 8.1 Valina 6.7
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2. IMPORTANCIA DE LAS PROTEINAS EN LA
ALIMENTACION DEL LACTANTE Y NINO DE CORTA EDAD

La infancia es la etapa de la vida en la que se tienen los
requerimientos proteicos mas elevados, ya que deben cubrirse las

necesidades de mantenimiento y de formacion de tejidos (Dupont, 2003).

Los alimentos infantiles deben proporcionar los nutrientes en
cantidad suficiente para permitir un desarrollo y crecimiento Optimos y
prevenir enfermedades. Las dietas deficientes en uno o varios
aminoacidos esenciales no permiten un crecimiento normal y requieren un
suplemento proteico adecuado (Casado de Frias et al., 1993; Martinez y

Hernandez, 1993).

La Directiva 2006/125/CE y el Comité de Nutricion de la
Sociedad Europea de Nutricion y Gastroenterologia Pediatrica (ESPGAN,
1981) han establecido unas pautas sobre el contenido proteico y los
requerimientos de la composicion de aminodcidos que deben cumplir los
alimentos infantiles a base de cereales, tomando como referencia la

caseina.

2.1. Requerimientos y recomendaciones de proteinas y aminoacidos

Las proteinas y otros componentes nitrogenados del organismo
estin en continua degradacion y sintesis. Cuando el individuo se

encuentra en la etapa de crecimiento, se utilizan proteinas en la sintesis

23



Introduccion

tisular y ademads, aumenta la proporcion de proteinas en degradacion y
sintesis. La cantidad de proteinas que se renueva diariamente en el
organismo es varias veces superior a la ingesta habitual, por lo tanto, la
reutilizacion de los aminodacidos es una caracteristica fundamental de la
economia del metabolismo proteico. Sin embargo, algunos aminoacidos
se pierden en el catabolismo oxidativo, elimindndose con la orina sus
productos metabdlicos (urea, creatinina, acido urico y otras sustancias
nitrogenadas); también se pierde nitrégeno con las heces, el sudor y otras
secreciones corporales, asi como con la piel, el pelo y las ufas. Por lo
tanto, ademads de los requerimientos proteicos para la formacion de tejidos
en la etapa de crecimiento se necesita un aporte continuado de

aminoacidos a través de la dieta para reemplazar estas pérdidas.

Si la ingesta de aminoacidos es superior a la necesaria para la
sintesis de los componentes nitrogenados titulares y la reposicion de las
pérdidas, el exceso no se almacena sino que se degrada excretandose el
nitrégeno en forma de urea, mientras que los cetoicidos se utilizan
directamente como fuente energética o se transforman en hidratos de

carbono o grasa.

En general, la deficiencia de proteinas va acompanada de
deficiencia de energia y otros nutrientes, debido a una ingesta insuficiente
de alimentos. Cuando la ingesta proteica es baja se producen cambios
fisicos (baja estatura, musculatura escasa, edema, cabello fino y fragil,
lesiones cutdneas) y bioquimicos (disminucién de la albimina sérica y

desequilibrios hormonales) (FAO/OMS, 1985; FNB, 2005).
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Desde el punto de vista nutricional, los aminoacidos pueden

clasificarse en tres grupos (FNB, 2005):

- Esenciales (His, Ile, Leu, Lys, Met, Phe, Thr, Trp y Val). El
hombre no puede sintetizarlos y debe recibirlos a través de la dieta. Si ésta
no incluye los aminoécidos esenciales, disminuye la sintesis proteica y se
produce rapidamente un balance negativo de nitrogeno. En el caso de la
His, un aporte insuficiente lleva de forma progresiva hacia un balance
negativo, ello hace que los sintomas carenciales aparezcan de forma lenta.
Cuando se reintroduce His en la dieta el balance nitrogenado pasa

répidamente a un valor positivo.

- No esenciales (Ala, Asp, Asn, Glu y Ser). Pueden sintetizarse en
el organismo a partir de otros aminoacidos u otros metabolitos

nitrogenados.

- Semiesenciales (Arg, Cys, Tyr, Gln, Gly y Pro). Se sintetizan a
partir de otros aminoacidos, pero su sintesis esta limitada en lactantes
prematuros y en determinadas condiciones fisiopatologicas, situaciones en
las que no se dispone de cantidad suficiente de sus precursores y/o las
actividades enzimaticas implicadas no son suficientes para promover su

sintesis en proporciones significativas.

Se establecen requerimientos dietéticos de aminoacidos para los
aminoacidos esenciales y los semiesenciales Cys y Tyr, cuyas necesidades
se suman a las de Met y Phe, respectivamente (aminoéacidos precursores),
ya que gran parte de los requerimientos de Met pueden sustituirse por Cys

(o cistina) y los de Phe por Tyr, y viceversa (Cheftel et al., 1993).
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2.1.1. Criterios para determinar las necesidades proteicas

Las necesidades proteicas de los distintos grupos de poblacion se

estiman a partir de estudios basados en dos metodologias (FNB, 2005):

a) Método factorial. Se basa en la determinacion de la pérdida
obligatoria de nitrogeno, es decir, la pérdida de nitroégeno en una persona
a la que se le suministra una dieta que aporta la energia necesaria pero
carece de proteinas. Se valora la cantidad de proteinas que debe
suministrarse para reponer las pérdidas (orina, heces, sudor y otras
secreciones corporales), es decir, para alcanzar un equilibrio de nitrogeno
(balance cero). En nifios y mujeres embarazadas y en periodo de
lactancia, se incorporan al calculo factorial los requerimientos
correspondientes a una cantidad adicional de proteinas para el crecimiento

histico y la formacion de leche.

El problema de este método es que la relacion entre la ingesta

proteica y la retencion de nitrégeno no es exactamente lineal.

b) Método del balance de nitrégeno. Es el método clasico que se
considera mas satisfactorio. El balance de nitrégeno es la diferencia entre
la ingesta de nitrogeno y la cantidad excretada por orina, heces, piel, y
otras pérdidas incluyendo el sudor. Las necesidades se calculan
interpolando o extrapolando los datos de balance de nitrogeno hasta el
punto de equilibrio cero en los adultos, o hasta un valor determinado de

equilibrio positivo en los nifios, para permitir el crecimiento.
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Los balances de nitrogeno son positivos (ingesta mayor que
pérdida) siempre que en el organismo se produzca un crecimiento neto
(recién nacido, nifios, embarazo, etc.) o tengan lugar procesos de
regeneracion tisular en el adulto. Se producen balances de nitrégeno
negativos en situaciones de ayuno y en estados patoldgicos, tales como
quemaduras, infecciones, fiebre, etc. También pueden presentarse cuando
se excluyen de la dieta uno o mas aminoacidos esenciales. Asi, en la
determinacion de las necesidades proteicas por este método, se utilizan
proteinas de alta calidad para evitar balances negativos producidos por

una limitacion en el aporte de aminoacidos esenciales.

Una limitacidén préctica de este método, asi como del método
factorial, es que las pérdidas de nitrogeno por la piel y el sudor deben
incluirse en el céalculo, y, ademds de la dificultad para realizar estas
medidas, éstas varian con los factores medioambientales, como la

temperatura.

Para lactantes de 0-6 meses, la ingesta recomendada de proteinas
se obtiene considerando que durante este periodo de vida la leche humana
es la principal fuente de nutrientes y no existen casos de nifios a término
sanos y alimentados Unicamente con leche humana que manifiesten
signos de deficiencia de estos nutrientes. Se considera para el célculo una
ingesta de leche de 0.78 L/dia, un promedio proteico de 11.7 g/L, y un

peso de referencia de 6 kg de 2 a 6 meses.

En los cuadros 2 y 3 se recogen las ingestas dietéticas de

referencia (DRIs: dietary reference intakes) de las proteinas para lactantes
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y nifios de corta edad propuestas por el FNB (2005) y los requerimientos
propuestos por la FAO/OMS (1985), respectivamente.

Las DRIs comprenden un conjunto de valores de referencia para
nutrientes especificos. Incluyen las siguientes categorias: el requerimiento
medio estimado (EAR: estimated average requirement), la ingesta
dietética recomendada (RDA: recommended dietary allowance), la
ingesta adecuada (AI: adequate intake) y la ingesta maxima tolerable
(UL: tolerable upper intake level). El EAR de un nutriente determinado
es la ingesta media diaria que se estima que cubre las necesidades de la
mitad de individuos sanos de un determinado sexo y en una etapa
particular de la vida. La RDA de un nutriente es la ingesta media diaria
suficiente para cubrir las necesidades de practicamente todos (el 97-98%)
los individuos sanos en una etapa particular de la vida y para un sexo
determinado. La Al de un nutriente es la ingesta media diaria
recomendada, basada en ingestas estimadas o determinadas
experimentalmente para un grupo (o grupos) de poblacion aparentemente
sana, y que se considera adecuada. Se utiliza la Al cuando no es posible
determinar la RDA. La UL es la mayor ingesta diaria de nutriente que no
supone riesgo para la salud de casi todos los individuos de una poblacion.

Cuando la ingesta supera la UL, aumenta el riesgo de efectos adversos.
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Cuadro 2. Ingestas dietéticas de referencia de proteinas (g/kg/dia) para

lactantes y nifios de corta edad segiin FNB (2005).

Edad EAR RDA
0-6 meses 1.52%
7-12 meses 1.0 1.2

1-3 afios 0.87 1.05

*Al: Ingesta adecuada
EAR: Requerimiento medio estimado

RDA: Ingesta dietética recomendada

Cuadro 3. Requerimientos estimados de proteinas (g/kg/dia) para

lactantes y nifios de corta edad segin FAO/OMS (1985).

Edad Ingesta proteica
3-6 meses 1.86
6-9 meses 1.65
9-12 meses 1.47
1-2 afios 1.23
2-3 afios 1.15

2.1.2. Criterios para determinar las necesidades de aminoacidos

Se dispone de distintos métodos para estimar los requerimientos

de los aminoacidos esenciales (FNB, 2005):

a) Método del balance de nitrégeno. Es el método clasico. Se

realizan estudios individuales para cada aminoacido con distintos aportes.
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En el caso de la histidina no es aplicable, ya que una dieta que carece de
este aminoacido o que proporciona cantidades inferiores a los
requerimientos no provoca un balance negativo de nitrégeno hasta

pasados 56 dias o mas. Tampoco es util para la isoleucina.

b) Método de la respuesta del aminoacido en plasma. Este fue el
primer método en considerar la fisiologia de los aminoécidos
individuales. La ingesta de un determinado aminoacido en cantidad
inferior a su requerimiento, produce una concentracion plasmatica baja
que es relativamente insensible a cambios en la ingesta. Cuando el
contenido del aminoéacido en la dieta se incrementa y se alcanza el
requerimiento, las concentraciones plasmaticas comienzan a aumentar de
forma progresiva. Asi, se considera que la cantidad requerida del
aminodcido en cuestion es aquella ingesta minima de aminoacido a partir

de la cual comienza a aumentar su concentracion plasmatica.

El principal problema de este método es que el metabolismo de los
aminodcidos es muy complejo y, ademas de la cantidad de aminoacido
ingerida, otros factores, como el tiempo de vaciado gastrico, pueden
influir en su concentracion en plasma. Ademas, la relacion entre la ingesta
del aminodcido y su concentracion en plasma no es necesariamente lineal,
con lo que es dificil determinar la ingesta minima para la que las

concentraciones constantes en plasma comienzan a aumentar.

En los ultimos anos, los métodos que se citan a continuaciéon han

reemplazado al método de la respuesta del aminoacido en plasma.
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¢) Método directo de la oxidacién del amino&cido. La esencialidad
nutricional de un aminoéacido estd en funciéon de la incapacidad del
organismo para la sintesis de su esqueleto carbonado. Asi, si el
aminoacido se marca con °C, la produccion respiratoria de *CO, sera un
buen indicador de la pérdida oxidativa irreversible del mismo. En este
método se determina la relacion entre el catabolismo del carbono del
aminoacido (medido como *CO, respirado) y su ingesta. Se considera que
una ingesta inferior al requerimiento proporciona un porcentaje de
oxidacion bajo y constante, pero, una vez se alcanza el requerimiento, la

oxidacién del aminoacido aumenta de forma progresiva.

Aunque este método presenta ventajas respecto a los anteriores,
también tiene limitaciones. El principal problema es que, para determinar
el punto a partir del cual comienza a aumentar la oxidacion del
aminoacido, debe realizarse la prueba a ingestas muy bajas de éste, con lo
que la administracion del aminoacido marcado llega a ser significativa en
relacion al ingerido en la dieta. Esto puede inducir a una sobreestimacion
de la oxidacién del aminoacido, que se basa en la produccion de CO,
marcado. La segunda limitacién del método es que sélo puede utilizarse
con exactitud para aquellos aminoacidos cuyo grupo carboxilo se libera

directamente al organismo.

d) Método del balance del aminoacido en 24 horas. En la
estimacion de los requerimientos por el método directo de la oxidacioén
del aminoécido se realizan las medidas en periodos de ingesta, pero no de
ayuno. Por ello se desarrolla el método del balance del aminoécido en 24

horas para contemplar las diferentes situaciones nutricionales.
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El problema de este método, ademds de aquellos relacionados con

la base teodrica de la medida, es que requiere mucho trabajo.

¢) Método de la oxidacion del aminoacido indicador. Se basa en
medidas de la oxidacion de un aminoacido no limitante que se toma como
indicador. Cuando se ingiere un Unico aminoacido esencial en cantidad
inferior a su requerimiento, disminuye la capacidad de retencion de otros
aminoacidos no limitantes (incluyendo el indicador) que estdn entonces
en exceso y se oxidan. Cuando el aminodcido esencial en cuestion no se
ingiere, la retencion proteica es minima y la oxidacion del indicador es
maxima. Cuando la ingesta del aminoacido esencial aumenta, la retencion
proteica se incrementa y la oxidacion del indicador disminuye hasta que
se alcanza el requerimiento del aminoédcido esencial, a partir de lo cual la
oxidacion del aminoacido indicador es menor y constante. El
requerimiento del aminoacido se corresponde con el aporte al que la

oxidacion del aminoacido indicador empieza a ser constante.

Este método presenta ventajas frente al método directo de la
oxidacién del aminoacido. La primera es que las restricciones metabdlicas
de la liberacion del CO; se aplican solo al aminoacido indicador, con lo
que puede utilizarse para todos los aminoacidos. Ademads, la cantidad del
aminoacido indicador no cambia radicalmente cuando varia la ingesta del

aminoacido que se estudia.

Todavia sigue en estudio la eleccion del mejor aminoacido
indicador, hasta el momento se han utilizado como aminoacidos

indicadores la fenilalanina y la lisina. Por otra parte, el método no

32



Introduccion

contempla situaciones de ayuno, por lo que se ha desarrollado un método

de medida durante 24 horas.

Para lactantes de 0-6 meses, la ingesta recomendada de
aminoacidos se obtiene a partir de la composicion de la leche humana. En
el caso de lactantes de mas de 6 meses y nifios de corta edad, los
requerimientos de aminoacidos se han determinado mediante el método
del balance de nitrégeno, pero recientemente se han utilizado otros
métodos, como el de la oxidacion del aminoéacido indicador (Pencharz y

Ball, 2004).

En los cuadros 4 y 5 se recogen las DRIs de los aminoéacidos
propuestas por FNB (2005) y los requerimientos propuestos por la
FAO/OMS (1985), respectivamente, para lactantes y nifios de corta edad.

2.2. Evaluacion de la calidad proteica

La calidad de una fuente proteica expresa su capacidad para
proporcionar el nitrogeno y los aminoacidos requeridos para la sintesis y
el mantenimiento de las proteinas del organismo. En la practica, la calidad
proteica estd determinada por la composicion aminoacidica y la
digestibilidad y biodisponibilidad de la proteina en cuestion (Hernandez

et al., 1996).
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Cuadro 4. Requerimiento estimado medio (EAR) e ingesta dietética
recomendada (RDA) de aminodcidos (mg/kg/dia) para lactantes y nifios

de corta edad segun FNB (2005).

Categoria
Edad His Ile Leu Lys Met+Cys Phe+Tyr Thr Trp Val

de DRI
0-6

Al 36 88 156 107 59 135 73 28 87
meses
7-12 EAR 22 30 65 62 30 58 34 9 39
meses RDA 32 43 93 §9 43 84 49 13 58
1-3 EAR 16 22 48 45 22 41 24 6 28
afios RDA 21 28 63 58 28 54 32 8 37

Al: Ingesta adecuada

Cuadro 5. Estimacion del requerimiento de aminodcidos (mg/kg/dia) para

lactantes y nifios de corta edad segin FAO/OMS (1985).

Edad His Ile Leu Lys Met+Cys Phe+Tyr Thr Trp Val
3-4meses 28 70 161 103 58 125 87 17 93
2 aflos 31 73 64 27 69 37 12.5 38
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El primer factor que determina la utilizacion de las proteinas de la
dieta es el grado en que se hidrolizan en el tracto digestivo. En ello
influye su configuracion y, por tanto, su solubilidad y el hecho de que en
los alimentos estén combinadas con lipidos, metales, acidos nucleicos o
hidratos de carbono. La digestion de las proteinas comienza en el
estomago, donde se libera acido clorhidrico y pepsina, y a continuacion,
en el intestino, se exponen a una gran cantidad de enzimas (tripsina,
quimotripsina, carboxipeptidasas y aminopeptidasas). Los aminoacidos
libres y péptidos de cadena corta liberados se absorben en el intestino
delgado; pero una pequena parte pasa al intestino grueso, donde gracias a
la accion bacteriana se transforman en metabolitos que pueden finalmente
absorberse. La absorcion se realiza mediante transportadores activos
especificos para aminoacidos 4cidos, basicos o neutros, y dentro de cada
grupo, se capta en primer lugar el que se encuentre antes disponible. El
exceso de un aminoacido con alta afinidad por el transportador puede

inhibir la absorcion de los otros aminodcidos del grupo.

Ademas de la cantidad que se digiere y absorbe, es importante la
proporcion de la misma que el organismo pueda aprovechar para realizar
una funcidn bioldgica. Asi, para determinar la calidad proteica hay que
tener en cuenta la biodisponibilidad, que refleja de forma global los
diferentes procesos metabolicos implicados en la utilizacion de la proteina
por el organismo, considerando todos los factores que influyen en la

misma (Hernandez et al., 1996).

La calidad de las proteinas puede evaluarse in vivo, principalmente

en ratas (por digerir las proteinas de forma similar al hombre), o in vitro,
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y los métodos se clasifican en funcién de que permitan evaluar esta
calidad a través de la composicion en aminoacidos de la proteina (indices
quimicos), determinando su digestibilidad o bien su biodisponibilidad

(Hernandez et al., 1996).
2.2.1. Determinacion de los indices quimicos

Muchos estudios han confirmado que la calidad de las proteinas
depende de su contenido en aminodcidos esenciales. Una vez
determinados los aminoécidos de la muestra, se comparan con proteinas

de referencia para predecir la calidad.

El indice quimico (chemical score) se calcula como porcentaje del
valor de cada aminoacido esencial de la proteina problema respecto del
contenido del mismo aminoacido en la proteina tomada como referencia.
Al aminodcido esencial presente en menor proporcidon se le denomina

limitante y a la cifra obtenida se le denomina indice quimico.

mg del aminoacido limitante en 1g de proteina problema
Indice quimico = - 100
mg del mismo aminoacido en la proteina de referencia

En principio, se propuso utilizar la proteina del huevo como
referencia por tener un valor biologico de casi 100, pero después se
introdujeron otras proteinas para obtener una mejor concordancia entre las

predicciones quimicas y biologicas (Navas et al., 2005).

Actualmente, se considera mas apropiado utilizar proteinas patrén

de referencia (amino acid scoring pattern), que reflejan los
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requerimientos de aminodacidos esenciales para los distintos grupos de
edad y, en el caso de los lactantes, se basan en la composicion de la leche
humana. El indice quimico se denomina indice de amino&cidos (amino
acid score). La FAO/OMS (1985) y FNB (2005) han publicado proteinas
patrén que pueden utilizarse como referencia en el calculo. En el cuadro 6

se indican estas proteinas patron para lactantes y nifios de corta edad.

Los aminoacidos limitantes en la dieta humana suelen ser la lisina,
los aminoacidos azufrados (metionina y cisteina), la treonina y el

triptéfano (FAO/OMS, 1985, Navas et al., 2005).

La ventaja de estos métodos es la sencillez, la identificacion del
aminodcido limitante y su utilidad para el disefio de mezclas de proteinas
complementarias con gran valor nutritivo. El principal inconveniente es
que no tienen en cuenta la digestibilidad ni la biodisponibilidad de los

aminoacidos (Navas et al., 2005).

Cuadro 6. Composicion de aminoacidos (mg/g proteina) de las proteinas
patron de referencia propuestas por la FAO/OMS (1985) y el FNB (2005)

para lactantes y nifios de corta edad.

Edad Met  Phe

His Ile Leu Lys Thr Trp Val
(afios) +Cys  +Tyr
0-1 26 46 93 66 42 72 43 17 55

FAO/OMS
2-5 19 28 66 58 25 63 34 11 35
0-1 23 57 101 69 38 87 47 18 56
FNB

1-3 18 25 55 51 25 47 27 8 32
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2.2.2. Determinacion de la digestibilidad de las proteinas

La determinacion de la digestibilidad proteica puede realizarse in
Vivo a través de los contenidos de nitrogeno en el alimento y en las heces.
La digestibilidad proteica aparente y la verdadera se calculan usando las

expresiones siguientes:

I-F
Digestibilidad proteica aparente = —— - 100
I

I[-(F-Fy
Digestibilidad proteica verdadera =——— - 100
I

donde: I = nitrogeno ingerido, F = nitrogeno fecal procedente de la dieta
(no absorbido) y Fi = nitrogeno fecal no procedente de la dieta (enddgeno

o metabolico).

La digestibilidad proteica aparente no es exacta porque no
considera el nitrogeno fecal endégeno (Fy), que incluye nitrogeno de
bacterias intestinales, de descamaciones de células de la mucosa
intestinal, enzimas metabdlicos, etc. Para determinar el Fy, se administra
una dieta que no incluya proteinas. Si la dieta s6lo contiene una pequefia
cantidad de fibra no es necesario determinar el valor de Fy, pues se acepta
un valor de 12 mg de nitrogeno/kg por dia. Ingestas elevadas de fibra
dietética, especialmente hemicelulosa y salvado de cereales, aumentan la
excrecion de nitrogeno en las heces, reduciendo alrededor de un 10% la

digestibilidad proteica aparente. Por lo tanto, en la determinacion de la
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digestibilidad proteica debe tenerse en cuenta la composicion de la dieta

en su totalidad (FAO/OMS, 1985; FNB, 2005).

La determinacion de la digestibilidad proteica in vitro se basa en
digerir la muestra con enzimas proteoliticos en condiciones
estandarizadas. Existen métodos monoenzimaticos, en los que se utiliza
unicamente pepsina, tripsina o pronasa, y se mide el nitrogeno
solubilizado; y multienzimaticos, en los que se digiere la muestra con
distintos enzimas y después se determina el nitrégeno, siendo ensayos

laboriosos (Hernandez et al., 1996).

Se dispone de métodos multienzimaticos rapidos basados en la
medida del pH. Uno de estos métodos consiste en estimar la digestibilidad
mediante la medida de la caida de pH, que se produce tras una incubacion
con tripsina, quimotripsina y peptidasa intestinal a 37°C durante 10
minutos y/ o después de una incubacion con proteasa microbiana a 55°C
también durante 10 minutos (AOAC, 2002). Se ha propuesto otro método
que se basa en la digestion de la proteina con tripsina, quimotripsina y
peptidasa a 37°C durante 10 minutos, y la determinacién de la cantidad de
NaOH necesaria para mantener el valor del pH en 8. Dicha cantidad es
directamente proporcional al nimero de uniones peptidicas hidrolizadas

(Rozan et al., 1997).

2.2.3. Determinacion de la biodisponibilidad de las proteinas

La determinacion de la biodisponibilidad se puede realizar por

métodos directos, principalmente in vivo, o por métodos indirectos,
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correlacionando los resultados del andlisis de aminodcidos y de la

digestibilidad (Hernandez et al., 1996).

Métodos directos

Muchos aminoacidos experimentan modificaciones en su
estructura, como consecuencia del calentamiento o almacenamiento del
alimento, que impiden su utilizacion metabolica. A estas formas se les
denomina “no disponibles” y su determinacion por métodos quimicos se
ha propuesto como indicador de la calidad proteica. La lisina y los

aminoacidos azufrados son los mas afectados (Navas et al., 2005).

La biodisponibilidad de las proteinas alimentarias también puede
evaluarse mediante bioensayos, que habitualmente se realizan en ratas, y
se basan en la ganancia de peso o la medida del nitrégeno retenido en
funcién de la proteina ingerida. Asi, se han determinado parametros como
el coeficiente de eficacia proteica (PER o protein efficiency ratio), el
coeficiente proteico neto (NPR o net protein ratio) y la utilizacion neta

proteica (NPU o net protein utilization).

El PER y NPR se basan en la determinacién de la ganancia de
peso. El método PER se realiza con ratas macho, en periodo de destete, de
21 a 28 dias de edad, enjauladas individualmente. Se requiere un periodo
de adaptacion de 3 a 7 dias y 28 dias de ensayo. Se suministra agua y una
dieta con el 10% de proteinas. Se mide regularmente el consumo y peso
del animal y se establece el PER como el cociente entre la ganancia de
peso y la proteina consumida. El método NPR se realiza del mismo modo,

pero en 10 dias, y ademads, se incluye un grupo de ratas alimentadas con
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una dieta sin proteinas. La pérdida de peso en este grupo se adiciona a la
ganancia de peso obtenida en el grupo que ingiere proteina (Herndndez et

al., 1996; Rozan et al., 1997).

La NPU determina la proporcion del nitrogeno ingerido que
retiene el organismo en unas condiciones determinadas. Se puede estimar
mediante la determinacion de la digestibilidad proteica verdadera y el
valor biolégico (VB), y después calculando el producto de ambos. EI VB
es la proporcidn de nitrogeno absorbido que es retenido por el organismo
y, para su determinacion se utilizan ratas macho, en periodo de destete,
enjauladas individualmente, con agua y una dieta que contiene un 8-10%
de proteinas. Otro grupo de animales se alimenta con una dieta sin
proteinas para calcular las pérdidas enddgenas. Se recolectan las heces y
orina, al menos cada dos dias, para la determinacion del nitrégeno

(Hernandez et al., 1996).
Métodos indirectos

Puesto que el valor de las proteinas puede diferir dependiendo de
su composicion en aminoacidos esenciales y su digestibilidad, se ha
adoptado como método adecuado para la medida de la calidad proteica en
nutricion humana el método de graduacion o indice quimico corregido
por la digestibilidad (PDCASS o protein digestibility corrected amino

acid score). Este indicador se calcula con la siguiente expresion:

PDCAAS (%) = mg de aminoacido limitante en 1g de proteina problema x
Digestibilidad proteica verdadera (%) / mg del mismo aminoacido en la proteina

de referencia
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Los valores de proteinas que excedan del 100% se ajustan al 100%

(Navas et al., 2005; FNB, 2005).

Otro método indirecto para determinar la biodisponibilidad
proteica es el coeficiente de eficacia proteica calculado (C-PER), que se
obtiene a partir de la composiciébn en aminoacidos esenciales de la
muestra proteica y de la digestibilidad enzimatica. La digestibilidad
enzimatica se determina sometiendo la muestra a una digestion in vitro
con enzimas proteoliticos (tripsina, peptidasa, quimotripsina y proteasa).
Un inconveniente del método C-PER es que en el alimento pueden existir
determinados antinutrientes inhibidores de las proteasas y por este método

las proteinas pueden presentar una digestibilidad inferior a la real.
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3. REACCION DE MAILLARD

De las numerosas reacciones que pueden tener lugar durante el
procesado de los alimentos, la RM es una de las que afecta a mayor
nimero de ellos. Esta reaccion se desarrolla también durante el
almacenamiento y los compuestos que origina se han utilizado como

indicadores quimicos de calidad (Sanz et al., 2003).

La RM es la principal reaccion de pardeamiento no enzimatico y
comienza con la condensacion del grupo amino libre de un aminoécido,
péptido o proteina con un grupo carbonilo, que procede, normalmente, de
un azucar reductor, aunque también puede proceder de la degradacion del
acido ascorbico o de productos formados durante la oxidacion lipidica

(Chuyen, 1998).

En la mayoria de alimentos, el grupo amino de los residuos de
lisina es la fuente primaria de grupos amino reactivos. El grupo imidazol
de la histidina, el grupo indol del triptéfano y el grupo guanidino de los
residuos de arginina también pueden reaccionar, pero en menor medida
(Oliver et al., 2006). Los aztcares que fundamentalmente reaccionan con
los aminoacidos son los monosacaridos glucosa y fructosa y los
disacaridos maltosa y lactosa. Las pentosas con caracter reductor también
pueden participar en la RM en algunos alimentos, como en la carne (del

Castillo, 1999; Zamora y Hidalgo, 2005).
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En leche y productos de base lactea los grupos amino proceden,
principalmente, de los residuos de lisina de las proteinas lacteas. Parece
ser que la actividad de los residuos de lisina de la caseina es mayor que la
de las seroproteinas, siendo la k-caseina la mas reactiva. El azucar

reductor es la lactosa, disacarido de glucosa y galactosa (Cheftel y

Cheftel, 1999).

La RM origina una gran variedad de compuestos responsables de
cambios en el color y el aroma de los alimentos, por lo que forma parte de
manera controlada de diferentes procesos de tecnologia de alimentos,
como el tostado del café y de los cereales, la fabricacion del chocolate y
el horneado del pan, y se produce a menudo al aplicar técnicas culinarias,
por ejemplo en el asado de la carne, para producir colores, aromas y
flavores deseados. Por ello, los productos de la RM son componentes

usuales en la dieta (O’Brien y Morrisey, 1989; Martins at el., 2001).

3.1. Quimica de la RM (O’Brien y Morrisey, 1989; Van Boekel, 1998;
Cheftel y Cheftel, 1999; Martins et al., 2001)

La RM fue descrita por vez primera por el quimico francés Louis-
Camille Maillard en 1912, al observar la formaciéon de pigmentos pardos
cuando reaccionaban azlicares reductores y aminoacidos; pero el primer
esquema coherente de la RM fue propuesto por Hodge en 1953. En la

RM, pueden diferenciarse tres etapas: inicial, avanzada y final.

En la etapa inicial (en la figura 2 se muestra un esquema de esta
etapa en la leche), se produce una reacciéon de condensacion entre el

grupo carbonilo de un azlcar reductor y el grupo amino libre de un
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aminoacido, péptido o proteina (figura 2 A). El compuesto formado
pierde una molécula de agua y da lugar a una base de Schiff (figura 2 B),
que a continuacidon se transforma por ciclacion en la correspondiente
glicosilamina N-sustituida (figura 2 C). Al reordenamiento de una
aldosilamina-N-sustituida para formar una 1-amino-1-deoxi-2-cetosa se le
da el nombre de reordenamiento de Amadori y es el que suele ocurrir en
los alimentos (figura 2 D). Al reordenamiento de una cetosilamina-N-
sustituida para formar una 2-amino-2-deoxialdosa se le conoce como
reordenamiento de Heyns. Los mencionados reordenamientos que
resultan en la formacioén de una deoxicetosa o deoxialdosa (segin sea el
azlcar reactivo una aldosa o cetosa, respectivamente) constituyen el

primer paso irreversible de la RM.

Los compuestos de Amadori formados por la reaccion entre los
grupos g-amino de la lisina con la glucosa, la lactosa o la maltosa reciben
el nombre de fructosil-lisina, lactulosil-lisina y maltulosil-lisina,
respectivamente. En estos compuestos, la lisina ya no es disponible, por
lo que en esta etapa se reduce el valor nutritivo del alimento. En el caso
de la leche, se forma lactulosil-lisina (figura 2 D) como producto de

Amadori (Krause et al., 2003; Meade et al., 2005).
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Figura 2. Etapa inicial de la RM en la leche.
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En las etapas avanzadas, se produce la degradacion de los
compuestos de Amadori que, dependiendo del pH, puede ocurrir por dos
vias principales. A pH inferior a 7, la enolizacion que afecta a los
carbonos C; y C, favorece la formacion de 1,2-eneaminol (via 1,2-E,
figura 3); mientras que a pH alcalino, la enolizacién que afecta a los
carbonos C, y C; da lugar a la formacion de 2,3-enediol (via 2,3-E, figura
4). Ademas, el compuesto 1-amino-1-deoxi-2-cetosa, que es una amina
secundaria, podria reaccionar con otra molécula de azucar en una segunda

RM para formar una dioxicetosa-amina.

Existe controversia respecto a la via mayoritaria a pH neutro.
Martins et al. (2001) consideran que se produce la via 1,2-E, mientras que

Van Boekel (1998), indica que la via 2,3-E es la principal.

En la via 1,2-E, el compuesto 1,2-eneaminol pierde el grupo
hidroxi del C; con la consiguiente desaminacion del C; (figura 3 A). Se
forma 3-deoxiosona que por deshidratacion se convierte en un compuesto
dicarbonilo insaturado (figura 3 B), a partir del cual, mediante
ciclaciones, nuevas deshidrataciones y translocaciones de los dobles
enlaces se originan diferentes compuestos como S-hidroximetilfurfural
(HMF), 2-furfural, furfurialcohol, pirralinas, lisilpirralinas, imidazolonas

y pentosidina.

En la via 2,3-E, el compuesto 2,3-enediol se desamida (figura 4 A)
y forma un producto intermedio, 1-metil-2,3-dicarbonilo (1-deoxiosona),
cuya rotura da lugar a una variedad de productos de fision que incluyen

reductonas, otros dicarbonilos y aldehidos.
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En presencia de proteinas o grupos amino, algunos de los
productos formados pueden condensar por entrecruzamiento (Cross-links)
y formar agregados poliméricos. Estos compuestos reciben el nombre de
productos de glicacion de las etapas avanzadas de la RM o AGEs

(advanced glycation end products) (Ferrer et al., 2000a).

En la leche, cuyo pH es 6.6, la degradacién del producto de
Amadori ocurre, principalmente, por la ruta 2,3-E (Van Boekel, 1998), y
se originan compuestos como carboximetil-lisina (CML), 4acido
eritronico, 3-furanona, B-piranona, ciclopentenonas, maltoles, galactosil-
isomaltoles, que a su vez pueden seguir reaccionando. En presencia de
grupos amino, las PB-piranonas, ciclopentenonas y galactosilisomaltoles
condensan ficilmente con productos que contienen nitrogeno, como
acetilpirroles, piridinium betainas, maltosinas y furanona-amina, algunos
de los cuales pueden reaccionar con proteinas para formar compuestos por
uniones de entrecruzamiento. Ademads de estos compuestos, en leche y en
sistemas similares se ha identificado, histidinoalanina (HAL), imidazol-
lisina, pentodil-lisina y pirrolopiridinas. En la figura 4 se indican las

estructuras de estos compuestos.
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Figura 3. Via 1,2-E de la RM en la leche.
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Figura 4. Via 2,3-E de la RM en la leche.
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Figura 4. Via 2,3-E de la RM en la leche (continuacion).
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Existe una tercera ruta de degradacion del producto de Amadori
que es importante para disacdridos en condiciones alcalinas, en la que se
forma 4-deoxiaminoreductona y 5,6-dihidro-3-hidroxipiridona, productos
que se degradan tras tratamientos térmicos prolongados. Esta ruta no se

produce en la leche al no ser el pH adecuado.

Los compuestos dicarbonilo producidos en las vias anteriores,
mediante la degradacion de Strecker (indicada en la figura 5), pueden
reaccionar con aminoacidos para dar aldehidos (con un 4tomo de carbono
menos que el aminoacido original) y diéxido de carbono. Se forman,
ademads, nuevos compuestos carbonilo que pueden reaccionar entre si, con
aldehidos o con grupos amino y producir compuestos volatiles
aromaticos. La mayoria de compuestos dicarbonilo reactivos en la
degradacion de Strecker se producen en la via 2,3, y algunos en la via 1,2.
Asi, a valores de pH mas altos se favoreceria la degradacion de Strecker y

se incrementaria la produccion de CO, y compuestos volatiles.
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Figura 5. Degradacion de Strecker.

CH, CH,

(|:=o é=o COOH

:c=o N (OOH |C=N-CI|{-R
H-C-OH NH,-CH-R \ H-COH
H-Cl-OH Aminoéacido H0 H-Cl-OH
2Hcl-OH LHC-OH

Compuesto dicarbonilo

R
g |
C=0 COOH —C=0
C=N-CH-R o, NH, |
| yd | —con A 7O
—> H-C-OH - > c¢co * | > CH
I — C=NH, .
H-C-OH H R
_ Aldehido
,HC-OH Nuevos compuestos
dicarbonilo

53



Introduccion

Las etapas finales de la RM son complejas y poco conocidas, y
conducen a la conversion de los precursores de bajo peso molecular,
como furfurales, productos de fision y reductonas, en melanoidinas,
pigmentos pardos de elevado peso molecular que contienen nitrogeno,
pero cuya estructura estd poco definida (Ames, 2001). Las aminas podrian
participar en estas reacciones. Se considera que las melanoidinas se
originan por condensaciones de grupos aldol y por polimerizaciones entre
grupos aldehido y amino. Las melanoidinas tienen un peso molecular

variable y absorben en la region del visible.

En el caso de la leche, se ha comprobado que la mayor parte de los
pigmentos pardos que se forman estan unidos a proteinas, aunque la
naturaleza de las uniones no es bien conocida. Es de esperar que los
residuos de lisina participen en la formacién de melanoidinas, puesto que

la lisina también disminuye durante las etapas finales de la RM.

Aunque las melanoidinas son los ultimos compuestos que se
forman en la RM, muchos de los productos de bajo peso molecular
formados en la misma son también muy importantes en la produccion de

flavor.

Los azucares sencillos, azlicares acidos y otros compuestos
polihidroxicarbonados dan reacciones de pardeamiento a altas
temperaturas en ausencia de grupos amino libres, originando productos
similares a los resultantes de la RM. Esta reaccion se llama
caramelizacion y se ve favorecida a temperaturas superiores a 120°C,

valores de pH inferiores a 3 o superiores a 9 y contenidos muy bajos de
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humedad (Olano y Martinez-Castro, 1996; Cardelle-Cobas y Villamiel,
2005).

3.2. Factores que afectan al desarrollo de la RM (O’Brien y Morrisey,
1989; Cheftel y Cheftel, 1999)

3.2.1. Naturaleza y concentracion de los compuestos que reaccionan

Los compuestos de bajo peso molecular suelen ser mas reactivos
que los de elevado peso molecular, debido al mayor impedimento estérico
en estos ultimos. Asi, generalmente, las aldopentosas son mas reactivas
que las aldohexosas y los monosacaridos mas que los disacaridos u
oligosacaridos. Segun eso, la glucosa es mas reactiva que la lactosa y la
hidrolisis de ésta en la leche en polvo aumenta el porcentaje de

pardeamiento.

Las aldosas suelen ser mas reactivas que las cetosas,
probablemente, a consecuencia del mayor impedimento estérico del grupo

carbonilo de las cetosas.

La sacarosa, que carece de funcion reductora libre, no afecta al
pardeamiento, salvo en alimentos muy &cidos o durante tratamientos
severos (por ejemplo, en disolucion acuosa neutra a temperaturas
superiores a los 130 °C), donde se hidroliza de forma progresiva a glucosa

y fructosa, que pueden participar en la RM.

La naturaleza del compuesto amino también influye en el

desarrollo de la RM. Por ejemplo, la lisina es mas reactiva que otros
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aminoacidos por tener en la cadena lateral un grupo amino libre. Asi, las
proteinas de la leche, ricas en lisina, tienden a dar mas pardeamiento que

las proteinas pobres en lisina.

3.2.2. Actividad de agua y estado fisico-quimico del alimento

La RM aumenta de forma exponencial con el contenido de
humedad hasta alcanzar un maximo, por incremento de la movilidad de
los compuestos reaccionantes. La reaccion disminuye a contenidos de
humedad muy altos por el efecto diluyente de la fase acuosa y por accion
de la ley de masas, pues en la reaccion se produce agua. La velocidad de
pardeamiento pasa por un maximo en actividades de agua (Ay)

comprendidas entre 0.55 y 0.75.

Asi, los alimentos deshidratados son los mas estables, siempre que

se mantengan en envases impermeables y a una temperatura moderada.

El estado fisico-quimico del alimento también afecta al desarrollo
de la RM. La isoterma de absorcion de agua depende de si el sistema es

cristalino o amorfo y de otros factores, como la composicion grasa.

3.2.3.pH

Las distintas reacciones que integran la RM tienen su pH 6ptimo;
si bien, en general, condiciones ligeramente alcalinas favorecen la

evolucion de la reaccidn.

La RM es menos intensa a valores de pH 4cidos y aumenta con el

incremento del pH hasta aproximadamente 10. A pH superior a 10,
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disminuye la reaccion, lo que puede deberse a una deficiencia de
3
protones, necesarios para catalizar los reordenamientos de Amadori y de

Heyns.

Debe tenerse en cuenta que el pH del sistema disminuye durante la
reaccion al desaparecer grupos amino bdésicos. Las melanoidinas,
productos finales de la RM, son de estructura desconocida, pero se sabe
que presentan una naturaleza acida, pues a medida que la reaccion avanza
los residuos de aminoacidos, como lisina, arginina y triptéfano, se pierden

(Hiramoto et al., 2004).

3.2.4. Temperatura

Las energias de activacion de ciertas etapas del pardeamiento no
enzimatico son relativamente elevadas y, ademds, la velocidad de
desaparicion de nitrogeno aminico se multiplica por 20.000 cuando la
temperatura aumenta de 0 a 70°C. Por lo tanto, a temperaturas bajas el
pardeamiento puede retardarse y por el contrario a temperaturas elevadas

aumenta fuertemente.

Los primeros estudios que han permitido conocer la influencia de
las distintas condiciones de temperatura y tiempo de calentamiento sobre
la RM se han realizado en sistemas modelo. De ellos se deduce que la
disminucién de la lisina disponible y el aumento de compuestos de las
etapas avanzadas son mayores con el incremento de la temperatura y del

tiempo.
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Distintos autores han evaluado la influencia de tratamientos
térmicos utilizados en leche de vaca (pasteurizacion, esterilizacion, UHT)
y los resultados obtenidos muestran que el desarrollo de la RM es mas
intenso en la leche esterilizada que en la UHT y mas en ésta que en la

pasteurizada (Ferrer, 2001).

3.2.5. Otros factores

Las sales de cobre y de hierro parecen acelerar la RM, mientras
que el estafo y el manganeso parecen inhibirla. El cobalto también parece
acelerar la reaccion, pero s6lo en medio acido. Algunos de los efectos de

las sales metalicas pueden deberse a cambios en el pH.

Los fosfatos favorecen la RM y el desarrollo de cromoforos.

Componentes como el malonato de etilo, la fenilacetona, las sales
de aminas terciarias, el acido acético y el trifluoruro de boro catalizan la

RM y el reordenamiento de Amadori.

Aditivos como el dioxido de azufre y los sulfitos inhiben las

reacciones de pardeamiento no enzimatico.

3.3. Consecuencias de la RM

Como consecuencia de la RM disminuye el valor nutritivo, al
reducirse la digestibilidad de las proteinas y degradarse aminoacidos
esenciales, como la lisina, principalmente; se forman compuestos

potencialmente toxicos y mutagénicos y también compuestos con
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actividad antioxidante (Olano y Martinez-Castro, 1996; Martins et al.,
2001).

3.3.1. Efectos sobre el valor nutritivo

Destruccion y pérdida de aminoacidos esenciales

La RM puede reducir el valor nutritivo de los alimentos por
destruccion de aminodcidos esenciales. A diferencia de las bases de Schiff
formadas en las primeras etapas de la RM, que desde un punto de vista
nutricional parecen ser equivalentes a los aminoacidos libres, se considera
que los compuestos de Amadori, a pesar de ser fuentes de nitrégeno, no
tienen valor nutritivo. También se dispone de algunas pruebas de la
regeneracion in vivo de pequenas cantidades de aminoacidos (menos de
un 0.5%) a partir de compuestos de Amadori, posiblemente por la accion
de la microflora intestinal, pero se desconoce si estos aminodcidos

regenerados son biodisponibles (O’Brien y Morrisey, 1989).

En la mayoria de alimentos, la disminucion de la disponibilidad de
lisina es la consecuencia mas significativa de la RM. Este hecho adquiere
importancia nutricional cuando el alimento se utiliza como complemento
de una dieta donde la lisina es limitante (por ejemplo, basada en cereales)
y si estd destinado a un grupo de poblacién con altas necesidades

nutricionales (Meade et al., 2005).

La importancia de las pérdidas de aminoacidos azufrados,

arginina, triptéfano e histidina, depende de la intensidad del tratamiento
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térmico aplicado al alimento (O’Brien y Morrisey, 1989; Meade et al.,

2005).

Destruccién de acido ascérbico

El acido dehidroascorbico reacciona, via RM, con componentes
amino de los alimentos, formando pigmentos rojos y pardos. Sin
embargo, la mayor parte del 4cido ascorbico se destruye en la mayoria de
procesos de elaboracion y condiciones de almacenamiento, y
practicamente ha desaparecido cuando la RM comienza a ser significativa

(O’Brien y Morrisey, 1989).

Disminucion de la digestibilidad proteica

El desarrollo de enlaces cruzados (cross-links) puede reducir la
digestibilidad de las proteinas. Ademads, ciertos productos de la RM
(PRM) podrian inhibir la actividad de los enzimas digestivos. Asi, se ha
comprobado que las premelanoidinas (productos de Maillard de bajo peso
molecular solubles en agua) inhiben determinados enzimas proteoliticos,
como, por ejemplo, la tripsina (O’Brien y Morrisey, 1989; Martins et al,

2001), y el HMF inhibe la carboxipeptidasa A (Seiquer et al., 2006).

En adolescentes que consumen dietas ricas en PRM, se ha
observado una disminuciéon de la digestibilidad proteica respecto a
aquellos que consumen menor cantidad de alimentos con PRM. Los
alimentos incluidos en ambas dietas son basicamente los mismos, pero el
procesado es diferente, por ejemplo, en el caso de dietas ricas en PRM se

incluyen alimentos fritos, tostados y asados, en lugar de hervidos, cuando

60



Introduccion

es posible. Ademas, se incluyen alimentos que contienen PRM
desarrollados durante la fabricacion, como cereales de desayuno,

productos de panaderia, chocolate y café (Seiquer et al., 2006).

Interacciones de los PRM con minerales

Los PRM interaccionan con determinados iones metalicos, pero la
naturaleza de estas interacciones es poco conocida. A este respecto se han
estudiado distintos minerales, como cinc, cobre, hierro, calcio, magnesio,
fosforo y sodio. Dichas interacciones pueden afectar de forma negativa al
metabolismo de determinados minerales en seres humanos. Asi, se ha
sefalado un aumento en la excrecidn urinaria de cinc, cobre y hierro en
seres humanos alimentados via intravenosa con disoluciones de
aminoacidos o hidrolizados proteicos tratados en autoclave en presencia
de glucosa. En cambio el incremento no se observa, cuando dichas
disoluciones se esterilizan por separado. La excrecion urinaria de

magnesio no se ve afectada (O’Brien y Morrisey, 1989).

La administracion de PRM por medio de la ingesta de copos de
maiz tostados provoca una reduccion de la retencion de cinc a largo plazo

(O’Brien y Morrisey, 1989).

La unién de cinc y cobre a los PRM se ha estimado in vitro en
copos de maiz sometidos o no a tratamiento térmico. La retencion de cinc
y de cobre es, respectivamente, 1.76 y 1.55 veces mayor en los sometidos
a tratamiento térmico. También se ha demostrado in vitro la capacidad de
los PRM procedentes del tostado del café¢ para formar complejos con

cobre y hierro (O’Brien y Morrisey, 1989).
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En estudios realizados en ratas alimentadas con PRM, se ha
observado un aumento en la excrecion urinaria de cinc, calcio, magnesio,
sodio y fosforo (O’Brien y Morrisey, 1989). Ademds, en ratas
alimentadas con PRM derivados de mezclas calentadas de glucosa y lisina
o glucosa y metionina, se ha detectado una disminucién en la retencion
6sea de calcio, lo que podria desembocar en el desarrollo de
enfermedades degenerativas como la osteoporosis (Delgado-Andrade et
al., 2006). En cambio, se ha observado un incremento en la retencién total
de hierro (aunque la hemoglobina disminuye), acumulandose en 6rganos,
como el bazo, el rifidon y el intestino delgado (Delgado-Andrade et al.,
2004), y una mayor absorcion y retencion de cobre (Delgado-Andrade et

al., 2002).
3.3.2. Aspectos toxicologicos
Efecto mutagénico/antimutagénico

Algunos PRM muestran actividad mutagénica. Los compuestos
mutagénicos identificados incluyen desde sencillos compuestos
dicarbonilo y compuestos heterociclicos volatiles, como furanos, pirroles,
ditianos, tiazoles, tiazolidinas, imidazoles y pirazinas, hasta aminas
aromaticas heterociclicas. FEstas son los mutigenos mas potentes
conocidos y constituyen un factor de riesgo en la etiologia del céncer

humano.

Los compuestos derivados de la RM en la que participan azicares
tipo cetosa muestran mayor actividad mutagénica que los derivados de las

correspondientes aldosas (Martins et al., 2001).
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La formacion de mutadgenos se ha detectado en sistemas modelo y
en distintos alimentos que han sufrido pardeamiento. En el café se han
identificado compuestos dicarbonilo, metilglioxal, diacetil y glioxal, de
los que el metilglioxal presenta la mayor actividad mutagénica; pero no se
ha encontrado una correlacion cuantitativa con las propiedades
carcinogénicas. Otros alimentos en los que se han detectado compuestos
mutagénicos de la RM son los cereales tostados, la salsa de soja, el pan, el
bizcocho, las tortitas y las patatas fritas. En carne y pescado fritos y
asados a la parrilla, se han identificado, principalmente, derivados de
aminas heterociclicas, cuya formacion en el caso de la carne pudiera
deberse a la presencia de creatina (importante precursor de las aminas
heterociclicas). Las temperaturas que se recomiendan para destruir los
posibles patdgenos en la carne podrian ser la causa de la formacion de
aminas heterociclicas en cantidades importantes (O’Brien y Morrisey,
1989; Friedman, 1996; Martins et al., 2001; Lee y Shibamoto, 2002;
Ponquett, 2002).

La formacion de aminas heterociclicas durante el calentamiento de
la leche no es importante, porque las temperaturas aplicadas en los
procesos tecnologicos no son suficientes para su formacion y porque la
leche no contiene creatina ni creatinina en cantidades significativas (Van

Boekel, 1998).

Por otra parte, se ha observado que las melanoidinas formadas en
la RM inhiben la actividad mutagénica de las aminas aromadticas
heterociclicas. Se han descrito interacciones entre ambas, de manera que

podrian unirse, resistiendo la digestion y absorcion en el intestino, y
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excretarse intactas sin ejercer efecto dafiino alguno. La naturaleza de las

uniones es todavia desconocida (Somoza, 2005).

En la RM, también se forman compuestos capaces de inactivar
mutdgenos por modificaciones quimicas o enzimdticas, asi como
compuestos que suprimen la mutagénesis una vez que el ADN ha sido
modificado por el mutageno (Friedman, 1996; Martins et al., 2001). Se ha
observado asimismo que las melanoidinas degradan los nitritos e inhiben

la formacion de nitrosaminas carcinogenas (Chuyen, 1998).

Alergenicidad

La alergenicidad de los productos de la RM no estd clara. En
individuos hipersensibles a la leche de vaca, la actividad alergénica de la
B-lactoglobulina aumenta por lactosilacion (B-lactoglobulina-lactosa)
(O’Brien y Morrisey, 1989). Segun Friedman (1996), el tratamiento
térmico podria reducir la antigenicidad de la leche de vaca para las
personas alérgicas a la misma, porque los sitios antigénicos de las
proteinas responsables de las respuestas alérgicas podrian modificarse por

reaccion con azucares reductores.

Efecto sobre los microorganismos del tracto gastrointestinal

Los PRM tienen propiedades antibacterianas (Friedman, 1996; van
Boekel, 1998). Las melanoidinas del café podrian unirse a Streptococcus
mutans en la saliva protegiendo a la hidroxiapatita y ejerciendo un efecto

anticariogénico (Somoza, 2005).
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Los PRM pueden influir en el crecimiento de los microorganismos
del tracto intestinal, lo que puede tener consecuencias toxicas, ya que la
microflora intestinal metaboliza muchos compuestos endogenos y
extranos. Se ha observado la inhibicion del crecimiento in vitro de
Salmonella seftenberg, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas fragi, Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis,
Lactobacillus  plantarum, Lactobacillus helveticus, Tetrahymena
pyriformis W, Streptococcus lactis y Kluyveromyces fragilis. E.coli y K.
fragilis son microorganismos relativamente resistentes a la presencia de
PRM, mientras que P. fragi y P. fluorescens son relativamente sensibles
(O’Brien y Morrisey, 1989).

Los PRM estimulan el crecimiento in vitro de Lactobacillus lactis.
En ratas alimentadas con PRM se ha demostrado un incremento del
crecimiento de lactobacilos intestinales, con aumento de la concentracion
de acido lactico y disminucion del pH. No se observaron cambios en el
recuento de enterococos, estafilococos, coliformes y clostridios (O’Brien

y Morrisey, 1989).

En animales modelo y en seres humanos, las melanoidinas
obtenidas a partir de la reaccion entre caseina y lactosa o glucosa,
lactoglobulina y glucosa y 7s-globulina de soja y glucosa inhiben la
adhesion de la ureasa de la superficie de Helicobacter pylori a la mucina
gastrica, suprimiendo la colonizacion. Sélo las estructuras de tamafo
superior a 2x10* Da tienen actividad inhibidora, por lo que se pierde en

los productos de degradacion de las melanoidinas. Estas podrian constituir
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una alternativa eficaz, segura y de facil administracién a la terapia a base

de antibidticos (Hiramoto et al., 2004).

Otros efectos toxicologicos de los PRM (Friedman, 1996; O’Brien y
Morrisey, 1989)

En ratas alimentadas con PRM se ha observado una disminucioén
del crecimiento. No es facil separar los efectos toxicos de los meramente
nutricionales, pero se ha demostrado que la disminucién de peso no se
explica totalmente por la destruccion de aminodcidos esenciales (como se

comprueba adicionando a la dieta aminoacidos esenciales).

En distintos estudios en ratas se ha observado asimismo:
ensanchamiento del ciego, lo que se atribuye a un cambio adaptativo en
respuesta a los compuestos no digeribles que llegan al tracto
gastrointestinal bajo; diarrea, que desaparece de forma gradual con la
adaptacion a la dieta, y se atribuye a un aumento de la osmolaridad por la
presencia de material no absorbible; ligero aumento del tamafio de los
rifiones y nefrocalcinosis, por la capacidad de incrementar Ila
concentracion de calcio, fésforo y magnesio en orina y posible
precipitacion de fosfato calcico; hepatotoxicidad; disminucion de las
concentraciones de glucosa en suero y de glucdgeno en higado, por una
reduccion de la absorcion gastrointestinal de glucosa o de la hidrolisis
intestinal de di- o polisacaridos; incremento relativo del peso del corazon,
pulmoén, bazo y estdbmago, este ultimo debido posiblemente a una
reduccion en el vaciado gastrico; linfocitopenia e incremento de las
restantes fracciones leucocitarias; disminucién de las concentraciones

séricas de triglicéridos y colesterol, por el aumento aparente de fibra
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dietética que producen los PRM no digeribles, y aumento del hierro sérico
total, lo que resulta sorprendente porque se ha descrito una disminucioén

de la hemoglobina y del volumen celular.

3.3.3. Capacidad antioxidante/prooxidante de los PRM

El desarrollo de la RM se ha asociado a la formacion de
compuestos con gran capacidad antioxidante. El efecto antioxidante de los
PRM fue descrito por primera vez por Franzke y Iwainsky en 1954, al
observar la estabilidad a la oxidacion de margarina adicionada de
productos de la reaccion entre glicina y glucosa. La capacidad
antioxidante se atribuyo, principalmente a las melanoidinas. A partir de
esta observacion, dicha capacidad se ha estudiado in vitro e in vivo

(Chuyen, 1998).

La actividad antioxidante de los PRM se ha observado en
alimentos tratados térmicamente, como leche, carne, productos horneados
y café. El café tostado posee mayor actividad antioxidante que el grano
verde, pero algunos PRM con poder antioxidante probablemente se

degraden si el tueste contintia (Ames, 2001).

Manzocco et al. (2001) estudian los cambios de color debidos a
reacciones de pardeamiento no enzimdtico en sistemas modelo y
alimentos (pasta y puré de tomate) y su relacion con la formacion de
compuestos con capacidad antioxidante. Encuentran una correlacion entre
el color y las propiedades antioxidantes, que puede ser lineal positiva o no
lineal, dependiendo de la composicidn, las propiedades fisico-quimicas y

el proceso tecnologico aplicado al producto.
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Las propiedades antioxidantes de los PRM permiten proteger a los
alimentos de la oxidacion lipidica, que es el mecanismo primario por el
que se deterioran en presencia de oxigeno. Ademas, podrian considerarse
protectores frente al dafio oxidativo asociado a una gran variedad de
enfermedades como la diabetes y el cancer, y en el envejecimiento

(Martins et al., 2001; Lee y Shibamoto, 2002).

Los mecanismos de accion antioxidante de los PRM, incluyendo
las melanoidinas, pueden ser: por captacion de oxigeno libre, captacion de
oxigeno activo (radicales hidroxilo, superéxidos y peroxilo), actuando
como agentes reductores (dando hidrégeno o electrones) o por quelacion
de metales. Determinados metales, como el cobre, el hierro y el cinc, son
capaces de catalizar ciertas reacciones oxidativas, por lo que los
compuestos, como las melanoidinas, capaces de quelar estos metales,

deben proteger frente a la oxidacion (Ames, 2001).

Por otra parte, se ha visto que determinados PRM tienen capacidad
prooxidante, es decir, son capaces de promover o aumentar las reacciones
de oxidacion. Las melanoidinas, cuya estructura todavia se desconoce,
podrian actuar como antioxidantes o prooxidantes, segiin las condiciones
de reaccion y los materiales de partida que han reaccionado para su

formacion (Ames, 2001).
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3.4. Indicadores de la RM durante el procesado y almacenamiento

de los alimentos

3.4.1. Indicadores de las etapas iniciales de la RM

Los productos de Amadori formados en la primera etapa de la RM
son responsables de la pérdida del valor nutritivo del alimento, ya que en
estos compuestos la lisina no es disponible. Ademas, son precursores de
numerosos compuestos que originan cambios sensoriales (color, aroma,
flavor) en el alimento. Por ello, son indicadores muy sensibles para
detectar cambios en la calidad causados por la RM (Olano y Martinez-

Castro, 1996).

El producto de Amadori puede determinarse por andlisis de los
aminoacidos tras la hidrolisis enzimatica de la proteina, pero este analisis
es largo y tedioso y no resulta util como método de control (Olano et al.,
1992). Habitualmente, para conocer el desarrollo de las primeras etapas
de la RM lo que se hace es estimar los contenidos de lisina disponible o

no disponible.

La determinacion de lisina disponible puede realizarse por
métodos cromatograficos (Albala-Hurtado et al.,, 1997a; Fernandez-
Artigas et al., 1999a); espectrofotométricos (Carpenter, 1960; Vigo et al.,
1992); y fluorimétricos (Goodno et al., 1981; Morales et al, 1995; Ferrer
et al, 2003a).

El indicador mas especifico de las etapas iniciales de la RM es la

furosina (e-N-(furoilmetil)-L-lisina), que proporciona una estimacion de
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la lisina bloqueada y, por tanto, no disponible, y es un aminoécido
artificial obtenido por hidrolisis acida de los compuestos de Amadori
lactulosil-lisina, fructosil-lisina o maltulosil-lisina (Corzo y Delgado,
1991). La furosina es facil de determinar por cromatografia liquida de alta
resolucion (CLAR), cromatografia de gases (CG), cromatografia de
intercambio i6nico o electroforesis capilar. En la actualidad, la CLAR es
la técnica mas utilizada para determinar furosina en productos lacteos

(Ferrer et al., 1999).

El contenido de furosina varia dependiendo de la concentracién
del acido utilizada en la hidrélisis. Asi, por ejemplo, después de la
hidrolisis con 4cido clorhidrico 6M, un 32% de fructosil-lisina y un 34%
de lactulosil-lisina y maltulosil-lisina se convierten en furosina; mientras
que utilizando 4cido clorhidrico 8M, estos porcentajes se transforman en
46, 50 y 51%, respectivamente (Krause, 2003). En el intervalo de
concentraciones de HCl de 4 a 8 M se han obtenido regresiones lineales
entre la formacién de furosina y el contenido de HCI, con lo que es
posible convertir los valores de furosina obtenidos utilizando distintas

concentraciones de acido (Henle et al., 1995).

El contenido de furosina se ha utilizado para estimar el porcentaje
de lisina bloqueada en distintas muestras, como leche sometida a varios
tratamientos térmicos (Bujard y Finot, 1978; Finot et al., 1981;
Evangelisti et al., 1999a) y durante el almacenamiento (Hurrell et al.,
1983), y en productos a base de leche y cereales (Erbersdobler y Hupe,
1991; Pizzoferrato et al., 1998; Evangelisti et al., 1999b). La féormula
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utilizada para determinar el porcentaje de lisina bloqueada a partir de la

furosina, conociendo el valor inicial de lisina en la muestra, es:

% bloqueo = (3.1-furosina-100) / (lisina cromatografiada + 1.86- furosina)

Esta formula se utiliza cuando en la determinacion de furosina la
hidrdlisis se realiza con HCI 6 M (Bujard y Finot, 1978; Finot et al., 1981;
Pizzoferrato et al., 1998); si se usa HCI de distinta concentracion se

requiere una transformacion previa de los valores de furosina obtenidos.

El contenido de furosina se ha determinado en papillas infantiles a
base de cereales Uinicamente y con leche afiadida (Carratu et al., 1993) y
en productos elaborados s6lo a base de frutas (Rada-Mendoza et al.,
2002a). Se ha estudiado el efecto del procesado sobre el contenido de
furosina en papillas a base de cereales con soja, miel o frutas afadidas
(Guerra-Hernandez y Corzo, 1996; Guerra-Hernandez et al., 1999) y el
efecto del almacenamiento en papillas a base de cereales unicamente
(Ramirez-Jiménez et al., 2003), con leche afiadida (Ramirez-Jiménez et
al., 2004a) y solo a base de frutas (Rada-Mendoza et al., 2004). Pero
sucede que en los estudios realizados la composicion (ingredientes y
contenido), los métodos de procesado y las condiciones de
almacenamiento, que son factores que pueden afectar a la calidad proteica

del producto final, son muy diversos.

3.4.2. Indicadores de las etapas avanzadas de la RM

Se han determinado distintos compuestos derivados del furfural,

como 5S-hidroximetil-2-furfuraldehido (HMF), 2-furaldehido, 2-
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furilmetilcetona y 5-metil-2-furaldehido para estimar el alcance de la RM
durante el procesado y almacenamiento de leche (Fink y Kessler, 1986;
Morales et al., 1997; Claeys et al., 2003), formulas para lactantes (Albala-
Hurtado et al., 1997b; Ferrer et al., 2002 y 2005a, Chavez-Servin et al.,
2006) y papillas infantiles a base de frutas (Rada-Mendoza et al., 2002b y
2004) y a base de cereales unicamente o con soja, miel o frutas afiadidas

(Ramirez-Jiménez et al., 2003; Fernandez-Artigas et al., 1999b).

Otro modo de evaluar las etapas avanzadas de la reaccion es a
través de la medida de AGEs. Los compuestos de Amadori, formados en
las etapas iniciales, pueden entrecruzarse con proteinas adyacentes o con
otros grupos amino en etapas avanzadas originando agregados
poliméricos denominados AGEs. Estos compuestos, ademas de formarse
en los alimentos, pueden producirse también in vivo durante determinados
procesos fisiopatologicos, como enfermedades cronicas inflamatorias,
diabetes y otros trastornos relacionados con la edad. Sin embargo, los
AGEs procedentes de la dieta son los que contribuyen en mayor
proporcion al total de estos compuestos presentes en el organismo y una
ingesta excesiva podria jugar un papel importante en el desarrollo de las
patologias mencionadas (Silvan et al., 2006). Un 10% de los AGEs que se
ingieren con la dieta se absorben y alcanzan la circulacion, de los cuales
dos tercios son retenidos en los tejidos (Hofmann et al.,, 2002). La
incidencia sobre la salud humana de estos compuestos justifica la

necesidad de disponer de buenos métodos de deteccion.

Muchos AGEs, a diferencia de los compuestos de Amadori,

presentan fluorescencia intrinseca por lo que la medida de la intensidad de
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fluorescencia ha sido ampliamente utilizada como marcador de las etapas
avanzadas de la RM. Las rutas de formacién de AGEs no se conocen en
su totalidad, y las estructuras de muchos de estos compuestos se
desconocen, pero las longitudes de onda de excitacion y emisioén que los
caracterizan estan en los intervalos Aex 340-370 nm y Aem 420-440 nm,
excepto los AGEs que contienen arginina en su estructura, que presentan
Aex 320 nm y Aem 380 nm (Morales y van Boekel, 1997; Ferrer et al.,
2000a; Matiacevich et al., 2005). En una revision reciente (Matiacevich et
al., 2005), el intervalo de longitudes de onda de emision se amplia hasta

470 nm.

El FAST index (Fluorescencia de los productos avanzados de la
RM vy triptéfano soluble) es un método propuesto por Birlouez-Aragon et
al. (1998) para evaluar los efectos debidos al tratamiento térmico de la
leche, que se basa en la determinacion de la fluorescencia del triptofano
(Aex 290 nm, Aem 340 nm) y de los AGEs fluorescentes (Aex 350 nm,
Aem 440 nm) en la fraccion de la leche soluble a pH 4.6. La fluorescencia
del triptéfano es un indicador de la desnaturalizacion proteica y los AGEs,
de la pérdida del valor nutritivo de las proteinas por el desarrollo de la
RM. El FAST index es el porcentaje de la relacion entre la fluorescencia

de los AGEs y del triptofano (Birlouez et al., 2002).

La medida de fluorescencia a diferentes longitudes de onda o el
FAST index se han utilizado para evaluar el progreso de la RM debido al
tratamiento térmico o procesado de la leche (Morales et al., 1996a;
Birlouez-Aragon et al., 1998; Siegl et al., 2000; Birlouez-Aragon et al.,
2001; Leclere y Birlouez-Aragon, 2001; Kulmyrzaev y Dufour, 2002;
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Birlouez-Aragon et al., 2002; Gliguem y Birlouez-Aragon, 2005; Guan et
al., 2005) y férmulas para lactantes (Ferrer et al., 2000a; Birlouez-Aragon
et al., 2004; Birlouez-Aragon et al., 2005). En cambio, son escasos los
estudios acerca de los efectos del almacenamiento en la formacion de
compuestos fluorescentes en formulas para lactantes (Ferrer et al., 2005b)
y leches (Gliguem y Birlouez-Aragon, 2005; Birlouez-Aragon et al.,
1999), y no existen estudios sobre la formacion de estos compuestos en
papillas infantiles, como consecuencia del procesado ni del

almacenamiento.

Algunos autores han determinado AGEs individuales, como la
pentosidina, la pirralina, la imidazolona y la CML, en lugar de hacer una

determinacion global (Ferrer et al., 2000a).

La CML es uno de los AGEs sin fluorescencia intrinseca mejor
caracterizados, y se forma por degradacioén oxidativa del compuesto de
Amadori o por reaccion de la lisina con productos de autooxidacion del
acido ascorbico. Ademas puede formarse durante la oxidaciéon de los
acidos grasos poliinsaturados y oxidacion de la serina en presencia de
proteinas (ver figura 6) (Dunn et al., 1990; Reddy et al., 1995; Fu et al.,
1996; Hasenkopf et al., 2002; Nurnsten, 2005). Se ha determinado en
leche, formulas para lactantes y otros productos lacteos por CG (Biiser y
Erbersdobler, 1986; Biiser et al., 1987; Erbersdobler and Dehn-Miiller,
1989; Charissou et al., 2007), CLAR (Hartkopf at al., 1994; Hewedy et
al., 1994; Drusch et al., 1999; Fenaille et al., 2006) y ELISA (Tauer et al.,
1999; Golberg at al., 2004; Birlouez-Aragon et al., 2004 y 2005; Dittrich
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et al., 2006), y en papillas a base de cereales se ha determinado por CLAR
(Hartkopf at al., 1994).

Figura 6. Vias de formacion de CML in vitro.
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A pesar de que se ha detectado un incremento en los niveles de
CML en tejidos, suero y orina con la edad y en individuos con diabetes y
enfermedades croénicas relacionadas con la edad, como osteoporosis,
Alzheimer, aterosclerosis o fallo renal (Dunn et al., 1991; Berg et al.,
1998; Thornalley et al., 2003; Hein et al., 2003; Gironés et al., 2004), y se
ha visto que la ingesta dietética de CML aumenta estos niveles
(Koschinsky et al., 1997; Krajcovicova-Kudlackova et al., 2002;
Hofmann et al., 2002; Cai et al., 2002; Uribarri et al., 2003; Vlassara,
2005; Sebekova et al., 2001 y 2005; Somoza et al., 2006), existen pocos

75



Introduccion

trabajos del mecanismo de actuacion a nivel celular de la CML vy

controvertidos en cuanto a la toxicidad de este compuesto.

Basta et al. (2002) detectan un mecanismo de amplificacion de la
respuesta inflamatoria producido por la CML a través de la interaccion
con un receptor para AGEs (RAGE) en la aterogénesis y las patologias
cronicas inflamatorias. Sin embargo, Takeuchi and Yamahishi (2004)

incluyen a la CML dentro del grupo de AGEs no téxicos.

Quedan muchos estudios por hacer para saber los mecanismos de
accion de los AGEs, incluyendo a la CML, asi como su efecto
acumulativo y su toxicidad a corto y largo plazo. Si bien, los estudios
realizados sobre estos PRM muestran, principalmente, sus efectos
perjudiciales y existen pocos acerca de su papel beneficioso. Tampoco
tienen un impacto relevante en propiedades sensoriales y desde el punto
de vista nutricional son negativos porque causan una disminucion del

contenido de aminoacidos esenciales.

3.4.3. Indicadores de las etapas finales de la RM

Las melanoidinas formadas en las etapas finales de la RM
presentan estructuras, en su mayoria no indentificadas, que dependen de
la composicion del alimento y de las condiciones tecnoldgicas aplicadas.
Se encuentran en muchos alimentos tratados térmicamente y tienen una
contribucion significativa en la dieta, con una ingesta promedio estimada

de gramos por dia (Silvan et al., 2006).
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La pronil-L-lisina es una melanoidina, que resulta de la reaccion
entre lisina y acetilformoina, cuya estructura ha sido identificada por CG-
MS en la corteza y miga del pan. Se le atribuyen propiedades
antioxidantes y se ha observado que induce a la glutatién-S-transferasa,

pudiendo prevenir el desarrollo de cancer (Silvan et al., 2006).

Puesto que la RM da lugar a la formacion de melanoidinas o
pigmentos pardos en las etapas finales, la medida del color es un
indicador del avance de la reaccion. Los cambios en el color se pueden
medir por espectrofotometria en el intervalo de longitudes de onda de
390-500 nm (indice de pardeamiento a 420 nm) o mediante los
analizadores del color Tristimulus que dan valores de X, Y, Z (escala
CIElab) o valores de L* (luminosidad o brillo: L*=0 negro y L*=100
blanco), a* (componente rojo-verde: rojo para valores positivos y verde
para negativos) y b* (componente amarillo-azul: amarillo para valores
positivos y azul para negativos) (valores Hunter) (Ferrer et al., 2000a;

Calvo, 2004).

Los cambios en el color como consecuencia del tratamiento
térmico o almacenamiento se han evaluado en leche (Kessler y Fink,
1986; Pagliarini et al., 1990; Rampilli y Andreini, 1992) y en formulas
para lactantes (Ferrer et al., 2005b; Rossi y Pompei, 1991; Guerra-
Hernandez et al., 2002). En papillas a base de cereales con o sin leche
afiadida, solo se conocen tres estudios sobre la evaluacion del efecto del
tratamiento térmico (Ferndndez-Artigas et al., 1999b) o almacenamiento
(Ramirez-Jiménez et al., 2003; Ramirez-Jiménez et al., 2004a) sobre el

color.
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1. INSTRUMENTACION, MATERIAL Y REACTIVOS
1.1. Instrumentacioén

o Agitador de tubos Vortex WhirliMixer (Fisons Scientific
equipment, UK).

o Balanza de precision +0.0001g HA-180M (AND, Japan).

o Bafo de ultrasonidos (Selecta, Barcelona, Espafia).

o Bafo Digiterm 100, -20 a 100£0.05°C (Selecta).

o Bloque calefactor Stuart Scientific SHT200D (20-199.9°C) (Bibby
Sterilin, Stone, Staffordshire, UK).

o Centrifuga 3K15 (Sigma Laborzentrifugen, GmbH. Osterode am
Harz, Germany).

o Centrifuga Biofuge 22R con rotor 3744 (Heraeus, Hanau,
Germany).

o Centrifuga GT 422 (Jouan, St Nazaire, Francia).

o Colorimetro Hunter Labscan II (Hunter associates laboratory,
INC. Reston, Virginia, USA).

o Equipo para filtracion de disolventes acoplado a sistema de vacio
(Millipore, Bedford, MA, USA).

o Estufa UT 6060 (Heraeus).

o Fluorimetro RF-5000 (Shimadzu, Kyoto, Japan).

o Homogeneizador Ultra-Turrax T-25 Basic (IKA-Werke, Staufen,
Germany).

o Horno Mufla HM-9 (Raypa, Terrassa, Espafia).
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Horno para columna 7970 (Jones Chromatography, Hengoed,
Wales, UK).

Horno para columna HIC-6A (Shimadzu).

Instrumento de medicién de la actividad de agua (A,) Pawkit

(Decagon Devices, Inc., Pullman, Washington, USA) calibrado

con cloruro sodico 6.0 M.

pHmetro GLP21 (Crison, Barcelona, Espaia).

Rotavapor (sistema de vacio V-800, rotavapor R-200, bafio de

rotavapor B-490) (Biichi, Flawil, Switzerland). Sistema de

refrigeracion acoplado F12 (Julabo, Seelbach, Germany).

Sistema de agua ultrapura Milli-Q- Plus (Millipore).
Sistema de CLAR (Shimadzu Europe GmbH, Duisburg, Germany)

formado por:

Dos bombas LC-10AD.

Inyector manual de volumen variable 7725 (Rheodyne,
Cotati, CA, USA) con bucle de 20 pL.

Detector UV-visible SPD-10AV.

Modulo CBM-10A (communications bus module) para la
comunicacion del equipo con el sistema de adquisicion y
procesado de datos.

Sistema de adquisicion y procesado de datos CLASS LC-
10 S/W e impresora Hewlett Packard Deskjet 600.

Sistema de CLAR (Waters, Milford, MA, USA) formado por:

Bomba cuaternaria 600E.

Desgasificador a vacio para cuatro eluyentes.
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Inyector manual de volumen variable 7725 (Rheodyne)
con bucle de 5 uL.

Detector de fluorescencia M474.

Sistema de adquisicion y procesado de datos Millenium 32
Chromatography Manager Single System (version 3.2,
revision 1.0) e impresora Hewlett Packard Deskjet 600.

o Sistema de CG (Hewlett Packard 6890, Waldbronn, Alemania)

formado por:

Inyector.

Horno para columna.

Gas portador No.

Detector de ionizacion de llama (FID).

Sistema de adquisicion y procesado de datos HP

ChemStation (Hewlett Packard, Wilmington, DE, USA).

o Sistema de CG-MS [CG (Hewlett Packard 6890) acoplado a

Espectrometro de Masas cuadrupolar (Hewlett Packard 5973, Palo
Alto, CA, USA)] formado por:

Inyector.

Horno para columna.

Gas portador He.

Detector MS modo EI (impacto electronico) a 70 eV.
Sistema de adquisicion y procesado de datos G1701CA
ChemStation (Hewlett Packard).

o Sistema de vacio compuesto por:

Bomba de aceite para vacio RD-9 (Tesltar, Terrassa,

Espana).
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- Trampa RCT60 (Jouan, St Herblain, Francia).
- Centrifuga Speed Vac Plus AR SCI110 (Savant
Instruments. Inc, Farmingdale, NY).

Thermomixer comfort (Eppendorf, Hamburgo, Alemania).

1.2. Material

84

Cartuchos para extraccion en fase solida Sep-Pak C;s plus
(Waters).
Cubeta de cuarzo con paso de luz de 10 mm (Hellma, Mullheim,
Alemania).
Filtros de papel de didmetro 125 mm (Albet, Barcelona, Espafia).
Filtros de tamafio de poro de 0.20 um (Millipore) y:

- 47 mm de didmetro para filtracion de disolventes.

- 13 mm de didmetro para filtracion de patrones y muestras.
Filtros para centrifuga Centricon YM-10 (Millipore).
Jeringa de inyeccion 100 pL (Exmire Microsyringe, ITO
Corporation, Fuji, Japan).
Jeringa de inyeccion 10 uL (SGE, Australia).
Jeringa 10 mL Luer lock con aguja (SGE).
Microtubos de 1.5 mL (Eppendorf).
Papel indicador de pH Universalindikator pH 1-14 (Merck,
Darmstadt, Germany).
Pipetas automaticas de volumen regulable (Eppendorf).
Tubos de centrifuga Oak Ridge de polipropileno copolimero y
capacidad 10 mL (Nalge Nunc International, USA).
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o Tubos de ensayo Pyrex de 10 mL con tapon de rosca de baquelita
y junta de teflon (Bibby Sterilin).

o Tubos de polipropileno de 50 mL para centrifuga (Costar, USA).

o Tubos de vidrio para centrifuga Savant (Afora, Barcelona,
Espafia).

o Viales de vidrio de 13 mL (Santos, Madrid, Espafia).

o Viales de vidrio topacio de 1.5 mL con tapén roscado de

baquelita, septum de caucho rojo y junta de teflon (Afora).

Los tubos y viales utilizados en la preparaciéon de muestras y
patrones se limpian previamente en el horno Mufla a 450°C durante 3-4

horas.
1.3. Reactivos

o Acetato sddico anhidro (Panreac, Barcelona, Espaiia).

o Acetonitrilo para CLAR (J.T.Baker, Deventer, Holanda).

o Acido acético glacial 100% y densidad 1.05 Kg/L (Merck).

o Acido bromhidrico 47% (Merck).

o Acido clorhidrico 37 % y densidad 1.19 (Merck).

o Acido 2,6-diaminopimélico o DAP 98% (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). Se prepara una disolucion de DAP 16 mg/100
mL en HC1 0.1N.

o Acido formico 98-100% (Merck).

o Acido glioxilico monohidrato (Sigma-Aldrich).

o Acido L-a-amino-n-butirico (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO,

USA), utilizado como patron interno en la determinacion de
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aminodcidos. Se prepara una disolucion madre 2.5 mM en HCI
0.1M estable 6 meses a —20 °C.

Acido sulfarico 95-97% y densidad 1.84 (Merck).

Acido tricloroacético (TCA) microselectivo > 99.5% (Fluka,
Buchs, Switzerland).

Agua Milli-Q plus.

Albumina bovina sérica 0 BSA (A2153-10G) (Sigma-Aldrich).
B-Caseina (Casein from bovine milk purified powder) (Sigma
Chemical Co).

Cianoborohidruro sédico (Fluka).

Cloruro soédico (Normapur, Prolabo, Fontenay-sur-Bois, Francia).
Diclorometano (Merck).

Dihidrogenofosfato sédico monohidrato (Merck).

Eluyente A AccQ.Tag concentrado (disolucién acuosa de tampdon
acetato-fosfato, que consiste en acetato sodico 140 mM con
trietilamina 17 mM a pH 5.05 con 4cido fosforico que contiene
Img/L de acido etilendiaminotetraacético o EDTA) (Millipore).
Fosfato de sodio doce hidrato (Panreac).

Fosfato de sodio monohidrato (Panreac).

Gluten de trigo (Sigma-Aldrich).

Heptanosulfonato de sodio (Sigma-Aldrich).

Hidrogenofosfato disodico (Merck).

Hidroxido de bario octa-hidratado (Ba(OH),.8H,0) (Panreac).
Hidroéxido sodico (Merck).

Lisinoalanina (Bachem AG, Bubendorf, Suiza).

Metanol (Merck).
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Mezcla patron de aminoacidos comercializada con concentracion
2.5 mM de cada aminoacido, excepto de cistina (1.25 mM) (Pierce
Chemical Co, Rockford, IL, USA).

N,N-Dimetilformamida para sintesis (Merck).
N-Metil-N-(tert-butildimetilsilil)-trifluoroacetamida o MTBSTFA
(Fluka).

N°-Carboximetil-L-lisina (NeoMPS Groupe SNPE, Strasbourg,
France). Se prepara una disolucién de concentracion 16 mg/100
mL en HCI 0.1N. La disolucion se almacena a —20°C o a 4° C si se
va a utilizar.

Patron de furosina (Neosystem, Strasbourg, France). Se prepara
una disolucion del patron de furosina 72 pg/mL en 4acido
clorhidrico 0.1M y se almacena a -20°C.

Patrén de L-4cido cisteico monohidratado (CysA.H,0) y L-
metionina sulfona (MetS) (Sigma Chemical Co). Se prepara una
disolucion de patron de CysA o MetS 2.5 mM en HCI 0.1M,
estable 6 meses a - 20°C.

Patron de L- triptofano (Sigma Chemical Co). Se prepara una
disolucion de patron de Trp 20 nmol/uL en acido acético 0.IN,
estable al menos durante 1 afio en refrigeracion a 4°C.

Pero6xido de hidrogeno 30% (p/p) (Fluka).

Pronasa de Streptomices griseus 5.1 U/mg (Fluka). Se prepara una
disolucion (60U/mL) disolviendo 11.76 mg de pronasa en 1 mL de
disolucion tampon Tris a pH 7.2.

Proteina de soja 90% (Manuel Riesgo, S.A., Madrid, Espafia).
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Reactivo AccQ.Fluor (Millipore). Kit compuesto por tampdn
borato, reactivo en polvo (6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil
carbamato o AQC) y acetonitrilo como diluyente. Para reconstituir
el reactivo AccQ.Fluor, se afiade 1 mL de acetonitrilo al reactivo
AQC, se agita durante 10 segundos y se calienta sobre un bloque
calefactor a 55°C no mas de 10 minutos. La estabilidad del
reactivo reconstituido es de 1 semana en desecador a temperatura
ambiente.

Sulfato de quinina (Guinama, Valencia, Espafia). Se prepara una
disolucion madre de patron de sulfato de quinina 100 mg/L en
acido sulfurico 0.1 N.

Trietilamina para sintesis (Merck).

Tris (Tris (hidroximetil) aminometano o Trizma base) 99.9%
(Sigma-Aldrich). Se prepara una disolucion tampén Tris a pH 7.2,
mezclando 50 mL de disolucion Tris 0.2M y 44.2 mL de acido

clorhidrico 0.2 M y enrasando a 200 mL con agua.

Acido perférmico

El 4cido performico se prepara con acido formico y peroxido de

hidrogeno mezclados en la proporcion 9:1 v/v. La disolucion se mantiene

1 hora en la campana de extraccion a temperatura ambiente y se almacena

después 1 hora a 0°C.

Caseina utilizada en la preparacion de sistemas modelo

La leche de vaca se desnata manteniéndola previamente en un

bafio a 30°C durante 20 minutos y centrifugandola a 4500 g durante 15
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minutos y a 5°C. Posteriormente, se lleva a un bano de hielo durante 30
minutos. Por tltimo, se retira la grasa y se filtra a través de lana de vidrio.
La caseina se precipita por acidificacion a pH 4.6 con HCI 1 M, seguido
de una centrifugacion a 4500 g durante 15 minutos a 5°C. El sobrenadante
se desecha, y se lava el precipitado 3 veces con tampon acetato (10% de
acido acético y acetato sodico 1 M, pH 4.6). A continuacion, la grasa
remanente se elimina del precipitado de caseina con una mezcla de

diclorometano: tampon acetato 1:1 (v/v) y, finalmente, se liofiliza.
Disolucion de tampon fosfato salino 20 mM, 15 mM NacCl, pH 7

a) 2.78 g de fosfato de sodio monohidrato se disuelven en 100 mL de
agua.
b) 7.17 g de fosfato de sodio doce hidrato se disuelven en 100 mL de

agua.

Se mezclan 39 mL de ay 61 mL de b y el volumen se completa a 200
mL con agua. A 50 mL de esta disolucion se le afiaden 0.2194 g de

cloruro sodico y el volumen se completa a 250 mL con agua.

Patron de calibracion de aminoacidos con patron interno (acido L-a-

amino-n-butirico) 0.1 mM

Se prepara mezclando 40 pL de disoluciéon madre de patron
interno 2.5 mM, 40 pL de mezcla patrén de aminoéacidos 2.5 mM y 920
pL de agua Milli-Q plus. Es estable 1 mes a —20 °C.
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Patrén de MetS y CysA con patron interno 0.1 mM

Se prepara mezclando 40 pL de disoluciéon madre de patron
interno 2.5 mM, 40 uL de patron MetS 2.5 mM, 40 uL de patron CysA
2.5 mM y 880 pL de agua Milli-Q plus. Es estable 1 mes a -20°C.

Preparacion de tampon fosfato salino 0.2M a pH 8

Se mezclan 2.65 mL de dihidrogenofosfato sodico 0.2M y 47.35
mL de hidrogenofosfato disédico 0.2M. Se comprueba el pH.
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2. MUESTRAS
2.1. Papillas de cereales con leche (PCL)
2.1.1. Descripcidon y composicion

Se seleccionan para este estudio tres muestras de PCL listas para
el consumo (Hero Espafia S.A.) compuestas por un 88% de leche y un
8.8% de harina hidrolizada de ocho cereales (trigo, maiz, arroz, avena,
cebada, centeno, sorgo y mijo). Las tres muestras (A, B y C) presentan la
misma composicion y soélo difieren en un ingrediente minoritario: la
muestra B contiene miel (0.9% p/v) y la muestra C contiene frutas
(platano, naranja y manzana) (1.1% p/v). La densidad de las muestras es

de 1.08 g/mL.

El valor energético y la composicion de las PCL estudiadas se

muestran en el cuadro 7.

Cuadro 7. Valor energético (kcal/100g) y composicion (g/100g) de las
PCL estudiadas.

A B C

Energia 97 96.1 97
Proteinas 34 35 35
Hidratos de carbono 16.1 15.7 15.8
Grasas 29 29 29
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En el cuadro 8 se indican los minerales y las vitaminas que

contienen las tres muestras estudiadas.

Cuadro 8. Vitaminas y minerales que contienen las PCL estudiadas.

Por 100 g
Vitamina B1 (mg) 0.2
Vitamina B2 (mg) 0.1
Niacina (mg) 1.1
Acido pantoténico (mg) 0.4
Vitamina B6 (mg) 0.1
Biotina (ug) 6.5
Acido folico (pg) 15.0
Vitamina B12 (ug) 0.2
Vitamina C (mg) 9.7
Vitamina A (ng) 82.1
Vitamina D (ng) 1.3
Vitamina E (mg) 1.1
Sodio (mg) 54.0
Calcio (mg) 118.0
Cinc (mg) 0.4
Fosforo (mg) 108.0
Hierro (mg) 1.1
Yodo (ug) 6.5
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La actividad de agua (Ay) y el pH de las tres papillas es 1.00+0.01
y 6.59+0.05, respectivamente.

2.1.2. Proceso de fabricacion

En la fabricacion de las muestras se utilizan las siguientes materias

primas:

- Leche desnatada en polvo secada por spray (88%,). El proceso al
que se somete la leche comprende las siguientes etapas: pasteurizacion,
desnatado, bactofugacion, concentrado, enfriado, mezclado con la grasa,

pasteurizacion, homogeneizacion, secado por spray.

- Harina de 8 cereales (trigo, maiz, arroz, avena, cebada, centeno,
sorgo y mijo) hidrolizada con a-amilasa y tostada (8.8%). La hidrolisis
enzimatica de los cereales proporciona aztcares de menor peso molecular
y modifica la estructura del almidon sin reducir su valor nutritivo. Ello
permite una mejor asimilacion del producto, pues la actividad de la o-
amilasa en los lactantes es baja, en especial en los primeros meses de
vida. Durante el tostado, se produce una dextrinacion térmica y se
desarrollan aromas, siendo éste un factor importante en el estimulo

digestivo del lactante.

La hidrdlisis enzimatica presenta ventajas frente a la hidrolisis
quimica, pues esta ultima requiere una neutralizacion del producto, lo que
implica un aumento en el contenido de sales, no adecuado para la

alimentacion durante el primer afio de vida. Ademas, disminuye el valor
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nutritivo y se suelen originar compuestos no deseables por degradacion

del sustrato (Ramirez-Jiménez, 2001).

- Frutas (pldtano, manzana y naranja) en forma de copos

deshidratados (1.1% y s6lo en muestra C)
- Miel (0.9% y solo en muestra B)

- Mezcla de vitaminas (B1, B2, niacina, acido pantoténico, B6,

biotina, 4acido f6lico, B12, C, A, D)
- Mezcla de minerales (calcio, fésforo y hierro)
- Azucar
- Aceites vegetales
- Aroma de vainilla, en las muestras A y B
- Aromas naturales, en la muestra C

El diagrama de fabricacion de las PCL se indica en la figura 7. La
adicion de miel o frutas en las muestra B y C, respectivamente, se realiza

en la etapa de mezcla anterior al tratamiento térmico a 90°C.
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Figura 7. Diagrama de fabricacion de las PCL.

MATERIAS PRIMAS ENFRIAMIENTO
> ALMACENAMIENTO
PREPARACION CARGAS ASEPTICO (atmc’)sfera N2)
MEZCLA LLENADO Y CERRADO
(atmosfera Ny)
CALENTAMIENTO CORTO
CODIFICADO
DESAIREACION
EMPAQUETADO Y
l PALETIZADO
HOMOGENEIZACION HIGIENICA l
1 ALMACENAMIENTO
UHT INDIRECTO
CUARENTENA
PREENFRIAMIENTO .
EXPEDICION
HOMOGENEIZACION ASEPTICA
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2.1.3. Muestreo

El objetivo del estudio es determinar la influencia del tiempo y la
temperatura de almacenamiento en la evoluciéon de la RM y, en
consecuencia, en la estabilidad de la fraccion proteica de cada una de las
papillas. Para ello se aplica un disefio factorial completo que consta de 3

factores, con distinto nimero de niveles:

- Tiempo de almacenamiento con 9 niveles (0, 1,2,4,5,67,8y 9

meses)

- Temperatura de almacenamiento con 3 niveles (25, 30 y 37 °C)

- Tipo de muestra con 3 niveles (muestra A, B y C)

Se pretende hacer un minimo de 4 determinaciones de cada uno de

los parametros analiticos considerados.

La actividad de agua (Ay) y el pH no cambiaron a lo largo del

periodo de almacenamiento.

2.2. Otros alimentos

La determinacion de la CML se realiza en las PCL, anteriormente
descritas, para el punto 0 de almacenamiento y para el punto 9 de
almacenamiento a 37°C. Ademas, este parametro se determina en una

serie de alimentos que se describen a continuacion:
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- Clara de huevo cocida durante 30 y 60 minutos. Los huevos son
de gallina, clase A y tamafo medio (53-63 g). El punto de ebullicion se
alcanz6 después de 14 minutos de calentamiento. Las muestras se guardan

a -20°C hasta el analisis.
- Leche desnatada esterilizada.
- Leche desnatada condensada.
- Leche entera en polvo.

- Leche evaporada, que consiste en leche entera concentrada por
evaporacion de gran parte de agua y posteriormente esterilizada (materia

grasa 8% y extracto seco magro lacteo 20%).

- Batido de leche con cacao UHT, que contiene leche (materia

grasa 2.1%), azlcar, cacao (minimo 0.9%) y estabilizadores.
- Pan de trigo.
- Bebida de soja (de dos marcas comerciales 1 y 2).

- Preparado en polvo para elaborar crepes, cuyos ingredientes son
harina de trigo, leche en polvo, azlcar, grasa vegetal en polvo, huevo en

polvo deshidratado y sal.

El contenido proteico en estas muestras se indica en el cuadro 9.
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Cuadro 9. Cantidad de proteina presente en los alimentos en los que se

realiza la determinacion de CML.

g proteina /100 g muestra

Clara de huevo 10.0
Leche desnatada esterilizada 3.2
Leche desnatada condensada 6.0
Leche entera en polvo 25.0
Leche entera evaporada 7.0
Batido de leche con cacao 3.0
Pan de trigo 8.6
Bebida de soja 3.5
Preparado en polvo para elaborar crepes 3.0
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3. METODOS DE ANALISIS

3.1. Aminoécidos

El método seleccionado para la determinacion de los aminoacidos
proteinogénicos en las PCL con leche es la CLAR en fase reversa con
deteccion de fluorescencia, previa formacion de un derivado fluorescente
con el reactivo AQC. Los aminoécidos se liberan por hidrélisis 4cida, y en
el caso de los aminoacidos azufrados cisteina (Cys) y metionina (Met), se
requiere una oxidacion perféormica previa para convertirlos en acido
cisteico (CysA) y metionina sulfona (MetS), respectivamente, compuestos

mas estables frente a la hidrolisis (Bosch et al., 2006).

El triptofano se determina por CLAR en fase reversa con
deteccion UV sin derivatizacion previa, tras una hidrélisis basica (Viadel

et al., 1999).

3.1.1. Preparacion de la muestra

Hidrolisis 4cida

Las muestras (0.666g) se pesan en tubos Pyrex de 10 mL con
tapon de rosca y junta de teflon. Se anaden SmL de HCI 6N (relacion de
5.06 mg proteina/ mL HCI) y se agita. Se borbotea nitrogeno durante 1
minuto para crear una atmosfera inerte. La hidrélisis se lleva a cabo a
110°C durante 23 horas. A continuacidon se deja enfriar a temperatura

ambiente.
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Los hidrolizados se pasan por filtros de papel humedecidos (para
favorecer la filtracion) y los filtrados se recogen en matraces aforados de
250 mL. Se anaden 10 mL de disolucion madre de patron interno (acido
L-a-amino-n-butirico) 2.5mM, para obtener una concentraciéon de 0.1mM
(igual a la del patron de calibracion de aminoacidos con patron interno).

El matraz se enrasa con agua Milli-Q plus hasta 250 mL.

Las muestras diluidas se pasan por filtros de 0.20 um y se procede

a su derivatizacion.
Oxidacidn con acido performico (Cys y Met)

Las muestras (0.666g) se pesan en tubos de vidrio para centrifuga
Savant. Se afiaden 2 mL de acido performico recién preparado y se dejan
16 horas en un bafio de hielo a 0°C. Se adicionan 0.3 mL de acido
bromhidrico para interrumpir la oxidacion y eliminar el exceso de 4cido
performico. Las muestras oxidadas se llevan a sequedad en el sistema de
vacio. Se afiaden 5 mL de HCI y se transfieren a tubos Pyrex de 10 mL
con tapdn de rosca y junta de teflon, para realizar la hidrolisis 4cida segiin

se ha indicado.
Derivatizacion (método AQC)

Se introducen 10 pL de hidrolizado, previamente filtrado, en un
vial de vidrio topacio de 1.5 mL, se afiaden 70 pL de tampodn borato
(porque el intervalo de pH 6ptimo para la derivatizacion es 8.2-9.7) y se
agita en el vortex. Se adicionan 20 pL de reactivo AccQ.Fluor

reconstituido e inmediatamente se agita en vortex durante unos segundos,
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se deja reposar 1 minuto a temperatura ambiente y se calienta en un
bloque a 55°C durante 10 minutos. El calentamiento convierte un
producto secundario minoritario de la tirosina biderivatizada en un tinico

monoderivatizado estable y no afecta al resto de aminoacidos.

La muestra derivatizada es estable a temperatura ambiente durante

una semana y puede inyectarse directamente en el cromatografo.

Hidrolisis basica (Trp)

Las muestras (2.289 g) se pesan en un tubo Pyrex de 10 mL con
tapon de rosca y junta de teflon. Se afiaden 2.625 g de hidroxido de bario
octa-hidratado (relacion de 2.625 g de hidroxido de bario octa-hidratado/
0.087 g proteina) y 5 mL de agua a 100°C. La mezcla se agita en vortex.
Se burbujea nitrégeno durante 2 minutos manteniendo los tubos en el

bafio de ultrasonidos y se lleva a 120°C durante 8 horas.

El hidrolizado (ain caliente) se pasa por filtros de papel
humedecidos y el filtrado se recoge en matraces aforados de 25 mL. Se
deja enfriar a temperatura ambiente, se ajusta el pH a 4-6 con HCI 18.5%
(v/v) utilizando papel indicador del pH y el volumen se completa a 25 mL
con agua destilada. El contenido del matraz aforado se transfiere a tubos
de polipropileno de 50 mL y se centrifuga a 3000g y 25°C durante 10
minutos. El sobrenadante filtrado (filtros de 0.20 um) se inyecta

directamente en el cromatografo.

101



Parte experimental

3.1.2. Determinacion por CLAR

Aminodcidos resistentes a la hidrdlisis acida y aminoacidos azufrados

El equipo utilizado es el sistema de CLAR (Waters) descrito en el
apartado 1.1. de la parte experimental. Se usa una columna AccQ.Tag
especifica para analisis de aminoacidos de ODS Nova-Pak C;g (3.9 x 150
mm, 4 um) (Waters) y una precolumna Nova-Pak Cig (3.9 x 20mm, 4
um) (Waters), que se mantienen a 37 °C durante el andlisis. El flujo es de
1 mL/min y el volumen de inyeccion es de 5 uL.. Las fases moviles A, By
C consisten en eluyente A AccQ.Tag diluido (preparado por mezcla de
100 mL de eluyente A AccQ.Tag concentrado y 1L de agua Milli-Q plus,
y estable 1 mes a 4°C), acetonitrilo para CLAR y agua Milli-Q plus,
respectivamente. El gradiente de elucion, optimizado en un trabajo previo
(Bosch et al., 2005), se muestra en el cuadro 10. Antes de empezar el
gradiente, la columna se equilibra con 100% eluyente A durante 10

minutos.

Después del tltimo analisis del dia, la columna se limpia con C
durante un minimo de 30 minutos y luego se acondiciona con B:C 60:40
durante 15-20 minutos. Si la columna no se va a utilizar durante mas de
72 horas, se debe mantener en 100% B; y acondicionar con B:C 60:40

durante 5 minutos antes de ser utilizada de nuevo.

Las condiciones del detector de fluorescencia son: A excitacion
250 nm, A emision 395 nm, respuesta de 3 segundos en filtro digital,

atenuacion 2 y ganancia 100.
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Cuadro 10. Gradiente de elucion seleccionado para la determinacion

cromatografica de los aminoécidos.

Tiempo (minutos) %A %B %C
0.00 100.0 0.0 0.0
0.50 99.0 1.0 0.0
18.00 940 6.0 0.0
19.00 91.0 9.0 0.0
29.50 83.0 17.0 0.0
38.00 83.0 17.0 0.0
38.01 0.0 60.0 40.0
55.00 0.0 60.0 40.0
55.01 100.0 0.0 0.0

A: Eluyente A AccQ.Tag
B: Acetonitrilo para CLAR

C: Agua Milli-Q plus

Triptofano

Se utiliza el sistema de CLAR (Shimadzu) descrito en el apartado

1.1. de la parte experimental. La columna es una ODS2 Waters

Spherisorb (4.6 x 250mm, 5 pm) (Waters), que se mantiene a 25 °C

durante el anélisis. El flujo es de 1 mL/min y el volumen de inyeccion es

de 20 pL. Las fases moviles utilizadas son: fase mévil para triptéfano (A)

(formada por acetato sodico anhidro 0.01 M y 10% acetonitrilo ajustado a

pH 5.8 con acido acético glacial 1M), acetonitrilo:agua 80:20 para CLAR

(B) y agua Milli-Q para CLAR (C).
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Antes de cada inyeccion, la columna se equilibra con A 100%
(unos 10 minutos). La separacion se realiza de modo isocratico con A
100%. Después de cada inyeccidn, la columna se lava con B durante 10
minutos; y después de la tltima inyeccion del dia, se lava con C (15-20

minutos) y a continuacién con B (15-20 minutos).

La deteccion se realiza con UV a 280 nm.

3.1.3. Analisis cualitativo y cuantitativo

Aminoécidos resistentes a la hidrdlisis acida y aminoacidos azufrados

En los analisis cualitativo y cuantitativo se utilizan los tiempos de
retencion y el método del patron interno, respectivamente. El contenido

de aminodcidos se determina con la expresion:

donde C; = contenido (mM) de aminoacidos en la muestra; A; = area del
aminoacido en la muestra; A;= area del patron interno en la muestra; Cs=
concentracion del patréon interno (0.01 mM); F = factor de respuesta

(Lindsay, 1992).

Los factores de respuesta (F) se determinan por inyeccion de
patrén de aminodcidos que contiene patron interno (0.01 mM) varias
veces y en dias distintos y calculando la relacion entre el area del patron
interno y el area de cada aminoacido. Los valores obtenidos se muestran

en el cuadro 11.
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Cuadro 11. Factores de respuesta (F) obtenidos para los aminoacidos.

Aa F CV (%) Aa F CV (%)
Asp  2.98+0.02 0.84 Tyr  1.61%0.01 0.79
Ser  2.30£0.03  1.35 Val  0.92+0.01  0.60
Glu 2644001  0.56 Lys 1994003 1.78
Gly  2.56£0.05  1.81 Ile  0.80£0.01 1.61
His  1.6310.02  1.03 Leu  0.85£0.01  1.05
Arg  1.52+0.04 237 Phe  0.69+0.01  1.04
Thr  1.46+0.04  2.67 CysA 2.9940.20 6.64
Ala 157003  1.63 MetS 0.91+0.06 6.47

Pro 3.33£0.10  2.87

F: Factor de respuesta

CV: Coeficiente de variacion

En la figura 8 se muestran los cromatogramas correspondientes a
la inyeccion de patron de aminodcidos con patrén interno (4cido L-o-
amino-n-butirico) 0.01 mM (a) y patrén de MetS y CysA con patrén
interno 0.01 mM (b). En la figura 9 se muestran dos cromatogramas
correspondientes a los aminodcidos de una muestra de papilla B
analizada, obtenidos por hidrdlisis acida sin (a) y con (b) oxidacion

performica previa.
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Figura 8. Cromatograma obtenido para un patron de aminoacidos (a) y

patréon de MetS y CysA (b) (0.01mM de cada aminoacido).
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Figura 9. Cromatogramas correspondientes a los aminoacidos de una
papilla B analizada sin (a) y con (b) oxidacidon perfoérmica previa a la

hidrélisis acida.
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Triptéfano

El anélisis cualitativo se hace a partir del tiempo de retencion
(6.78 £0.09 minutos) y el cuantitativo por calibracion externa con una
serie de patrones (0.05, 0.1, 0.2, 0.4 y 0.8 nmol/uL. o0 mM) inyectados.

Estos se preparan a partir de la disolucion de patrén de Trp 20 nmol/pL.
3.2. Furosina

La furosina se determina por CLAR en fase reversa con deteccion
UV a 280 nm, segun el método aplicado y validado por Ferrer et al. en
leche (2000b) y férmulas para lactantes (2001 y 2003b), matrices

similares a las PCL objeto de estudio.
3.2.1. Preparacion de la muestra

Se pesan, en tubos Pyrex de 10 mL con tapon de rosca y junta de
teflon, alicuotas de muestra que correspondan a 40-50 mg de proteina
(1.14-1.43 g). Se afiaden 8 mL de HC1 8N y se burbujea nitrégeno durante
1 minuto. La muestra se hidroliza a 110°C durante 23 h. A continuacion,
se pesan los tubos y se afiade, si es necesario, la cantidad suficiente de
HCI 8N para recuperar el peso previo a la hidrolisis. El hidrolizado se
filtra, recogiéndolo en tubos opacos. Se toma 1 mL del filtrado y se le
anaden 4 mL de HCI 3N (1-2 ug proteinas/uL). Se realiza entonces una
extraccion en fase sdlida; para ello, se anaden 0.5 mL del hidrolizado
diluido a un cartucho Sep-Pak C,3 plus, acondicionado previamente con 5
mL de metanol y 10 mL de agua, y se descarta el extracto. La furosina se

eluye con 3 mL de HCI 3N y se lleva a sequedad con el sistema de vacio a
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43°C, disolviendo el residuo en 2 mL de fase movil. Tras filtrar (0.20

pm), se inyecta en el cromatografo.

3.2.2. Determinacion por CLAR

Se utiliza el sistema de CLAR (Shimadzu) descrito en el apartado
1.1. de la parte experimental. Se utiliza una columna Spherisorb ODS (4.6
X 250mm, 5 pm) (Waters) a 25 °C. El flujo es de 0.8 mL/min y el
volumen de inyeccion, de 20 pL. Las fases moviles consisten en: fase
movil para furosina (A) (formada por heptanosulfonato de sodio 5 mM,
20% de acetonitrilo y 0.2% de acido foérmico, de preparacion diaria),

acetonitrilo para CLAR (B) y agua Milli-Q-plus (C).

Al principio del andlisis, se equilibra la columna con 100% de A
(1 hora, aproximadamente). La separacion se realiza de modo isocratico
con 100% de A. Después de la ultima inyeccion, se lavacon Cy B (20 y

30 minutos, respectivamente).

La deteccion se realiza con UV a 280 nm.

Se cuantifica con calibracion externa (patrones 0.5, 1, 2,4, 6 y 8
pg/mL). Los patrones se preparan a partir de la disolucion de patron de

furosina 72 pg/mL.

En la figura 10 se muestran la estructura de la furosina, un
cromatograma correspondiente a la inyeccion de patron de concentracion

2 ng/mL y otro correspondiente a una muestra analizada de papilla A.
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Figura 10. Estructura de la furosina y cromatogramas obtenidos en la

determinacion de furosina en: (a) patron de concentracion 2 pg/mL y (b)

papilla A.
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El limite de deteccion del método, determinado previamente por
Ferrer et al. (2003b), es de 0.01 pg/mL en el ensayo, lo que

corresponderia en muestra a 0.12 mg/100g papilla.

Se comprueba que existe linealidad (y=76711.65x-3786.81;
r=0.9996) en el intervalo de concentraciones de 0.5 a 8 ug/mL, entre el

que se encuentran las muestras analizadas.

La precision instrumental, calculada a partir de tres inyecciones de
un patréon de 2 pg/mL es de 1.3 %. La precision del método intradia

estimada a partir de cuatro alicuotas de muestra analizadas, es de 2.4%.

La exactitud se evalia mediante ensayos de recuperacion
afiadiendo una cantidad de furosina conocida (0.9 pg/mL) y similar a la
de la muestra hidrolizada. El ensayo se hace por triplicado y se obtienen

porcentajes de recuperacion del 86.5+5.4%.

3.2.3. Célculo del porcentaje de lisina bloqueada

El porcentaje de lisina bloqueada puede calcularse a partir del
contenido de furosina y el valor inicial de lisina determinada por CLAR
(segun los apartados 3.1.1-3.1.3 de la parte experimental) en la muestra,

con la expresion:
% bloqueo = (3.1-furosina-100) / (lisina por CLAR + 1.86- furosina)

Esta formula se utiliza cuando en la determinacion de furosina la
hidrolisis se realiza con HCI 6 M (Bujard y Finot, 1978; Finot et al., 1981;

Pizzoferrato et al., 1998); si se usa HCI de una concentracion distinta, se
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requiere la transformacion previa de los contenidos de furosina obtenidos.
En la determinacion de furosina, la hidrélisis se realiza con HCI 8 M, por
lo que, para utilizar la férmula anterior, se ha de aplicar previamente un
factor de correccion de 0.8 a los contenidos de furosina obtenidos, segin

proponen Evangelisti et al. (1999a).

3.3. Compuestos fluorescentes (AGES)

Se realiza la medida conjunta de los AGEs fluorescentes y se
selecciona ademas la pentodil-lisina, porque es el Unico compuesto
fluorescente para el que, en estudios previos en formulas de base lactea
para lactantes, se han observado cambios significativos con el tiempo de

almacenamiento (Ferrer et al., 2005b).

Para determinar los compuestos fluorescentes, se prepara una
dilucion de la muestra que contenga 0.02 g proteina/mL (5.3 g papilla/10
mL).

Se determinan los AGEs y la pentodil-lisina libres (no unidos a
proteinas) y totales (libres mas unidos a proteinas). Los compuestos
unidos a proteinas se liberan mediante una digestion enzimatica basada en
la accion de la pronasa (Palombo et al., 1984). El procedimiento de

determinacion es el siguiente:

a) Compuestos libres: 2 mL de muestra diluida se desproteinizan
con 2 mL de TCA al 24 % (p/v). Se centrifuga a 13000 g durante 10

minutos a 4°C y se analiza el sobredanante.
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b) Compuestos totales: Se afiaden 0.4 mL de solucion de pronasa
E (60 U/mL) a 1.5 mL de muestra diluida y se incuba en un bafio a 25°C
durante 30 minutos. Se centrifuga a 13000 g durante 10 minutos a 4°C y

se analiza el sobredanante.

A 100 uL de cada uno de los sobrenadantes, se le afladen 5 mL de

tampon fosfato salino 20 mM, pH 7, 15 mM NaCl.

Se mide la fluorescencia de las muestras, blanco (tampdn fosfato
salino 20 mM, pH 7, 15 mM NaCl) y patron de sulfato de quinina, en las

siguientes condiciones:

- AGESs: Aexcitacion 347 nm, Aemision 415 nm
- Pentodil-lisina: Aexcitacidon 366 nm, Aemision 440 nm

- Anchura de banda rendija de excitacion 5 nm y rendija de

emision 15 nm.

Los resultados se expresan en porcentaje de intensidad de
fluorescencia (%IF) respecto a un patron de sulfato de quinina de 0.5
pg/mL y 7.5 pg/mL (preparados en tampon fosfato salino 20 mM, pH 7,
15 mM NaCl) para AGEs y pentodil-lisina, respectivamente. Las

muestras se analizan por cuadriplicado.

Precision del método

Se analizan los AGEs y la pentodil-lisina libres y totales de una
muestra papilla B en tres dias distintos y por cuadriplicado en cada uno de

los dias. La precision se muestra en el cuadro 12.

113



Parte experimental

Cuadro 12. Precision del método de determinacion de compuestos

fluorescentes expresada en % CV.

Pentodil-lisina AGEs
Intradia Interdia Intradia Interdia
(n=4) (n’=3) (n=4) (n’=3)
5.79 3.35
Compuestos 1.60 372 469 493
libres 2.77 313
2.87 2.16
Compuestos 2.12 4.38 o 3.04 3.71
totales 4.31 305

CV (%): Coeficiente de variacion
n: Numero de determinaciones
n’: Numero de dias

3.4. N°*-Carboximetil-lisina (CML)

La CML, uno de los AGEs no fluorescentes mejor caracterizados,
se determina por CG con detecciéon FID (ionizacion de llama), previa
derivatizacion con N-metil-N-(tert-butildimetilsilil)-trifluoroacetamida

(MTBSTFA).

El método se basa en el previamente descrito por Hasenkopf et al.,
(2002) para la determinacion de productos de ascorbilacion vy
glicosilaciéon no enzimatica (glicaciéon) de proteinas modificadas. Las

condiciones cromatograficas establecidas permiten la evaluacion de la
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calidad proteica mediante la determinacion simultanea de lisina, CML y

lisinoalanina o LAL (N°~(D, L-2-amino-2-carboxietil)-L-lisina).

La LAL es un aminodcido artificial que se forma por uniones de
entrecruzamiento (cross-links) durante el calentamiento de alimentos
ricos en proteinas y que se ha utilizado como indicador de dafio térmico.
Ademas de la temperatura, el pH elevado y el tiempo de almacenamiento
favorecen la formacion de LAL. El mecanismo de formacion de LAL
consta, basicamente, de dos etapas: la primera consiste en la formacion de
dehidroalanina a partir de o-fosforilserina, o-glicosilserina o cisteina y la
segunda es la reaccion entre la dehidroalanina y el grupo amino de otro

aminoacido, como la lisina (Friedman, 1999; Boschin et al., 1999).
3.4.1. Preparacion de la muestra
Preparacion de sistemas modelo

Los sistemas modelo consistentes en distintas proteinas
alimentarias (BSA, proteina de soja, caseina y gluten de trigo) y acido
glioxilico se trataron térmicamente en condiciones apropiadas para
producir proteinas carboximetiladas, segun el procedimiento descrito por

Berg et al. (1998) con ligeras modificaciones.

Se prepara una disolucion (25 mg/mL) en tampdn fosfato salino
0.2M pH 8 de cada una de las proteinas. Se mezclan 2 mL de las
disoluciones de las proteinas con 145 puL de acido glioxilico 0.3 M y 145
puL de cianoborohidruro sédico 0.9 M recién preparado y se incuba a 37°C

con agitacion constante a 1400 rpm (Thermomixer) durante 0, 5 y 10
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minutos, 24 y 48 horas, para conocer la cinética de formacion de las
diferentes proteinas carboximetiladas. Las mezclas de reaccion se
almacenan a -20°C hasta el analisis. La carboximetilacion se realiza por

duplicado.

Hidrolisis acida

Los sistemas modelos consistentes en gluten se homogeneizan,
antes de la hidrolisis 4cida, con un Ultra-Turrax. Las proteinas
carboximetiladas (sistemas modelo) se hidrolizan con HCl a una
concentracion final de 6N, manteniendo la relacion 5-6.25 mg
proteina/mL de HCl y afiadiendo DAP como patrén interno. Para ello, se
pipetean 500 uL en un vial de vidrio de 13 mL, y se afiade 1 mL de DAP
(16 mg/100mL) y 1.5 mL de HCI 12 N. Se agita y se desgasifica con helio

durante 2 minutos. Se trata a 110°C durante 24 horas.

Las muestras de alimento se hidrolizan por el procedimiento
descrito para los sistemas modelo. Se pesa en un vial de vidrio de 13 mL
una cantidad de muestra conteniendo 22 mg de proteina (cuadro 13) y se
afiaden 2 mL de DAP (16 mg/100 mL) y 2 mL de HCI 12 N. Se agita y se
desgasifica con helio durante 2 minutos. Se trata a 110°C durante 24

horas.

Las muestras hidrolizadas se enfrian a temperatura ambiente, se
filtran por papel y se mantienen a —20°C hasta su andlisis. Se realizan

duplicados de hidrolisis.
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Cuadro 13. CML. Cantidad de alimento hidrolizado (equivalente a 22 mg

de proteina).

Cantidad (g) de muestra

hidrolizada
PCL A 0.647
PCL B (con miel) 0.629
PCL C (con frutas) 0.629
Clara de huevo 0.226
Leche desnatada esterilizada 0.687
Leche condensada 0.367
Leche en polvo 0.088
Leche entera evaporada 0.314
Batido de leche con cacao 0.733
Pan 0.257
Bebida de soja 0.629
Preparado en polvo para elaborar crepes 0.733

Derivatizacion

Se toman alicuotas de 500 pL de hidrolizado y se llevan a
sequedad en el rotavapor a 38-40°C. Se afiaden 165 pL de
dimetilformamida (disolvente) y 15 uL de trietilamina (para equilibrar el
pH) y se agita durante 1 minuto. Se adiciona a la mezcla de reaccion 100
uL del agente derivatizante MTBSTFA vy se calienta a 65-70°C durante 1
hora para formar los correspondientes N-tert-butildimetilsilil (tBDMSi)
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derivados de los aminoacidos. Los tBDMSi derivados se inyectan

inmediatamente en la columna para evitar su descomposicion.

3.4.2. Determinacion por CG-FID

Se utiliza el sistema de CG (Hewlett Packard) descrito en el
apartado 1.1. de la parte experimental. La separacion cromatografica se
lleva a cabo con una columna de silice fundido CP-SIL 5CB (25m x 0.25
mm i.d., 0.25 pm) (Chrompack, P.O. Middelburg, Holanda). Se utiliza el
N, como gas portador a un flujo de 1.2 mL/min. El volumen de inyeccion
es de 3 pL sin division de flujos y la temperatura del inyector es de
280°C. El flujo del N, en el inyector es de 15.2 mL/min. El programa de
temperatura del horno aplicado en la separacion de los tBDMSi derivados

de los aminoacidos se muestra en la figura 11.

El sistema de deteccion utilizado es el FID, a una temperatura de
300°C. Los flujos de gases (mL/min) en el detector son: H, 35, aire 350 y
N, 20.
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Figura 11. Determinacion de CML, lisina y LAL por CG-FID. Programa

de calentamiento del horno.
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3.4.3. Identificacion de lisina, LAL y CML

Los picos correspondientes a lisina, LAL, y CML se identifican
por comparacion con los tiempos de retencion relativos obtenidos para

estandares puros de estos compuestos y por CG-MS.

La CML presenta dos picos en el cromatograma, que
corresponden a la introduccion de tres o cuatro grupos tert-butil-silil en su
estructura durante la derivatizacion, por lo que se utilizan ambos picos
para la cuantificaciéon. Hasenkopf et al. (2002) también obtienen dos
derivados de CML utilizando MTBSTFA como agente derivatizante de

los aminoéacidos.

Se obtienen los siguientes tiempos de retencion relativos: 0.43,

para la lisina, 0.77 y 1.34, respectivamente, para los tri y tetra tert-butil-
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silil derivados de la CML (CML1 y CML2) y 2.10 para la LAL. Los

derivados y el DAP (patron interno) muestran una buena separacion.

A modo de ejemplo, en las figuras 12 y 13 se muestran,
respectivamente, los cromatogramas obtenidos al inyectar en el CG-FID
BSA carboximetilada (incubando 24 horas con acido glioxilico y
cianoborohidruro s6dico) y papilla B (con miel) almacenada 9 meses a

37°C.

Figura 12. Cromatograma obtenido al inyectar BSA carboximetilada
(tiempo de incubacion con acido glioxilico y cianoborohidruro sédico 24

horas) (CG-FID).
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Figura 13. Cromatograma obtenido al inyectar papilla B (con miel)

almacenada 9 meses a 37°C (CG-FID).
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Los picos identificados como CML y LAL se comprueban con un
analisis en el sistema CG-MS (Hewlett Packard) descrito en el apartado
1.1. de la parte experimental. La separacion cromatografica se lleva a
cabo en una columna HP-5MS (30m x 0.25 mm i.d., 0.25 um) (Hewlett
Packard). Se utiliza el helio como gas portador. El volumen de inyeccion
es de 1 pL sin division de flujos y la temperatura del inyector es de
280°C. El gradiente de temperatura consiste en 1 min a 80°C, rampa hasta
200°C a 50°C/min, rampa hasta 250°C a 10°C/min, 42 min a 250°C, rampa
hasta 300°C a 50°C/min y 5 min a 300°C. Se utiliza un detector de
Espectrometria de Masas (MS) en modo El a 70 eV.

En la figura 14 se muestra un cromatograma correspondiente a la
inyeccion de patréon de CML y LAL derivatizados con patrén interno
(DAP) en el CG-MS, y en las figuras 15 y 16, los espectros de masas

obtenidos que han permitido su identificacion.

En el analisis se detecta también N°-(1-(carboxi-3-hidroxipropil)-
L-lisina) (CHPL) (figura 14 y 17), identificada por vez primera por
Hasenkopf et al. (2002) como producto de la RM en proteinas o poli-L-
lisina incubada con &cido ascorbico o dehidroascorbico. Estos autores
sugieren que podria ser un indicador especifico de la ascorbilacion de
proteinas, dado que su presencia no se detecta en mezclas de proteinas y
poli-L-lisina glicadas con ribosa, fructosa, glucosa, lactosa y maltosa. En
cambio, en este trabajo, la CHPL se ha detectado en el patron de CML y
también en la BSA, soja, caseina y gluten carboximetiladas (incubadas

con acido glioxilico y cianoborohidruro sédico).
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Figura 14. Cromatograma CG-MS de los N-tert-butildimetilsilil derivados
de CML y LAL.
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Figura 15. Espectros de masas de los N-tert-butildimetilsilil derivados de

CML.
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Figura 16. Espectro de masas del N-tert-butildimetilsilil derivado de LAL.
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Figura 17. Espectro de masas del N-tert-butildimetilsilil derivado de
CHPL.
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Los fragmentos mas abundantes en el espectro de masas de los N-
tert-butildimetilsilil (tBDMSi) derivados son: [M-15]" -CH3; [M-57]" -
C(CH3)3;; [M-85]" -C(CH3);-CO; [M-131]" -OtBDMS; [M-159]" -
COOtBDMS; [M-131-159]" -OtBDMS-COOtBDMS (Hasenkopf et al.,
2002). Los patrones de fragmentacion caracteristicos encontrados para

cada uno de los compuestos analizados se muestran en el cuadro 14.

Cuadro 14. Fragmentos principales obtenidos en los MS de los N-tert-

butildimetilsilil derivados de CML1, CML2, LAL y CHPL.

m/z Fragmento
CML1 256 M-131-159
300 M-R-2H"
(tri-tert-butil-silil-derivado) 489 M-57
546 M
CML2 300 M-R-2H
370 M-131-159
(tetra-tert-butil-silil-derivado) 501 M-159
575 M-85
603 M-57
LAL 387 M-131-159-15
632 M-57
CHPL 545 M-159
647 M-57

"El fragmento obtenido se corresponde con la estructura de la

lisina biderivatizada (con dos grupos tBDMS) menos un grupo -C(CHs)s.
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3.4.4. Cuantificacion de lisina, LAL y CML

El analisis cuantitativo se lleva a cabo por el método del patron

interno.

El factor de respuesta (F) obtenido para la CML es de 1.95+0.18
(determinado por inyeccion de CML pura varias veces y en dias
distintos). Los valores de F utilizados para la cuantificacion de LAL y
lisina son 3.62+0.33 y 1.2240.04, respectivamente. Las diferencias en los
factores de respuesta pueden explicarse por las diferencias en la estructura

de los derivados formados para cada uno de los aminoacidos (figura 18).
3.5. Color

El color se mide utilizando un colorimetro Hunter Labscan II. Los
resultados se expresan de acuerdo con el sistema CIELAB con referencia
a un iluminante D65 y un angulo visual de 10°. Los parametros que se
determinan son L* (luminosidad o brillo: L*=0 negro y L*=100 blanco),
a* (componente rojo-verde: —a* = verde, +a* = rojo) y b* (componente
amarillo-azul: —b* = azul, +b* = amarillo). La diferencia de color entre
dos muestras viene dada por la expresion: AE* = [(AL*)* + (Aa*)* +

(Ab*)*]"* (Calvo, 2004).
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Figura 18. Estructura de la CML, LAL y Lys derivatizadas.
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3.6. Analisis estadistico

El estudio estadistico se realiza con el programa Statgraphics plus

3.1 statistical software package.

Para detectar diferencias estadisticamente significativas entre el
contenido de aminodacidos de los tres tipos de PCL analizadas (A, B y C),
se aplica un analisis del origen de la varianza (ANOVA) de un factor y un
test de Tukey. Se consideran diferencias estadisticamente significativas

cuando p<0.01.

Para evaluar la influencia de los tres factores de almacenamiento
estudiados, tipo de muestra (A, B y C), temperatura (25°, 30°y 37°C) y
periodo de almacenamiento (0, 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 meses), en los
contenidos de furosina, compuestos fluorescentes e incremento de color
(AE), se aplica un ANOVA de tres factores y un test de Tukey para
identificar diferencias significativas (p<0.05) entre los niveles de los

factores.

Para obtener modelos predictivos del contenido de furosina,
compuestos fluorescentes e incremento de color, en funcion del tiempo de
almacenamiento, la temperatura y/o el tipo de muestra, se hacen analisis

de regresion multiple.

Se realizan regresiones simples entre el contenido de furosina
(variable independente, x) y los AGEs o el color (variable dependiente, y)

para establecer la relacion entre las variables.
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Ademas se realizan correlaciones totales y parciales entre las
variables estudiadas. Las correlaciones totales miden la posible relacion
lineal entre ellas y las correlaciones parciales miden la relacion entre las
variables sin considerar el posible efecto, en uno u otro sentido, de otras
variables estudiadas, por lo que informan de la posible relacion causa-

efecto.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Optimizacién y validacion de métodos de determinacion de

compuestos indicadores de la RM

4.1.1. Aminoéacidos

Limites de deteccion (LD) y de cuantificacion (LC)

Se determinan segiin el método propuesto por Knoll (1985). Para
ello, se inyecta un patrén derivatizado que contiene 10 pmol/uL (0.01
mM) de cada uno de los aminoacidos y se mide la altura de los picos
correspondientes a cada aminoacido (hs) y la anchura a media altura
(Wh). A continuaciéon, se inyecta un blanco y en el cromatograma
obtenido se estudia el intervalo de tiempo cuya amplitud sea un multiplo
de 10 de Wh y cuyo centro coincida con el tiempo de retencidon absoluto
del aminoécido problema. De este intervalo estudiado en el cromatograma

del blanco interesa la altura del pico méaximo (hn).
Para el célculo de LD y LC se aplican las siguientes expresiones:

LD =1.9718. hn . Cs/hs
LC=5.755.hn . Cs/hs

donde: Cs es la concentracion del aminoacido en el patréon; 1.9718, la
constante para el calculo del LD correspondiente a un multiplo de 10 de

Wh; 5.755, la constante para el calculo del LC correspondiente a un
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multiplo de 10 de Wh; hn, la altura del pico maximo en el intervalo
seleccionado del cromatograma del blanco y hs, la altura del pico del

aminoacido.

Los LD y LC obtenidos se indican en el cuadro 15. Los valores de
LD obtenidos para los aminoacidos sometidos a hidroélisis 4cida con o sin
oxidacion performica previa estan en el intervalo 0.016-0.367 uM (0.79-
20.14 mg/100g muestra) y los valores de LC, entre 0.047-1.073 uM
(2.31- 58.89 mg/100g muestra). En la determinacion de triptéfano, se
obtiene un LD de 0.672 uM (0.150 mg/100 g muestra) y un LC de 1.960
puM (0.437 mg /100 g muestra).

La determinacion de aminoacidos por CLAR previa derivatizacion
con AQC proporciona LD menores que otros derivatizantes usados con
deteccion UV o de fluorescencia, como el fenilisotiocianato (PITC),
empleado en la determinacion de aminodcidos en férmulas para lactantes
(9- 190.4 mg/100 g) (Alegria et al., 1996 y 1998) y en pienso, queso,
carne y harina de soja (1 pmol) (Bidlingmeyer et al., 1984 y 1987) y el o-
ftalaldehido-3-4cido  mercaptopropidénico  (OPA-3-MPA) 'y  9-
fluorenilmetil-cloroformato (FMOC) utilizados en pastel de ternera con

soja (0.279-1.368 uM) (Heems et al., 1998).
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Cuadro 15. Limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) en la

determinacion de aminoacidos.

Aa hs hn LD LC
uM en el ensayo
Asp 321808 1088 0.066 0.194

Ser 385884 1050 0.053 0.156
Glu 359255 1050 0.057 0.168
Gly 325150 760" 0.046 0.134
His 557346 760" 0.026 0.078
Arg 944391 5148 0.107 0.313
Thr 938464 5148 0.108 0.315
Ala 823485 5148 0.123  0.359
Pro 365367 3398 0.183 0.535
Tyr 774765 1253 0.031 0.093
Val 1088418 1029 0.018 0.054
Lys 523794 9766 0367 1.073
Ile 1061021 9766 0.181 0.529
Leu 926692 760" 0.016 0.047
Phe 924630 760" 0.016 0.047
CysA 288604 760° 0.052 0.151
MetS 1167838 5148 0.087 0.253
Trp 2907 99  0.672 1.960

* Se ha tomado como hn la altura del pico de menor tamafio del cromatograma
del blanco, porque en el intervalo estudiado no hay picos.

hs: Altura del pico del aminoacido

hn: Altura del pico maximo en el intervalo seleccionado del cromatograma del
blanco

LD: Limite de deteccion

LC: Limite de cuantificacion
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Los LD obtenidos estan incluidos en el intervalo de valores
indicado por otros autores utilizando el mismo derivatizante con
deteccion UV (0.06-0.29 pmol) (Liu, 1994) y de fluorescencia (0.04-0.32
pmol, excepto para Cys 0.8 pmol; Cohen y Michaud, 1993) (menor de
0.05 pmol, excepto Cys menor de 0.6 pmol; Hernandez-Orte et al., 2003).
En el caso de los aminoacidos Arg, Thr, Ala, Pro y Lys, se obtienen LD
mas elevados que los mencionados en los trabajos previos indicados
anteriormente, pero adecuados para la determinacién de aminoécidos en

las PCL.

Linealidad

Se determina a partir del andlisis de patrones de aminoacidos de
distinta concentracion (0.0025, 0.005, 0.03, 0.05, 0.1 y 0.2 mM) con
patron interno anadido 0.1 mM. En el caso del triptéfano, se utilizan
patrones de 0.05, 0.10, 0.20, 0.40 y 0.8 mM. Se realiza la regresion lineal
de la respuesta (medida como la relacion de areas del aminoacido y del
patron interno) frente a la concentracion de cada aminoacido. Las
pendientes de las regresiones lineales y los coeficientes de correlacion
obtenidos se muestran en el cuadro 16. Los coeficientes de correlacion
fueron superiores a 0.992, excepto en el caso del acido glutdmico (0.987),
la arginina (0.986), la valina (0.975) y la metionina sulfona (0.949),

valores que también son aceptables.

El intervalo de linealidad obtenido permite determinar contenidos
de aminoacidos menores que con otros derivatizantes, como el PITC
(concentracion inferior del intervalo 0.02 mM) (Bidlingmeyer et al., 1984

y 1987) y OPA-3-MPA-FMOC (concentracion inferior 0.003 mM)
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(Heems et al., 1998), y es 10 veces menor que el citado para el mismo
método por Liu (1994) con deteccion UV (0.025-0.5 mM) y por Cohen y
Michaud (1993) con deteccion de fluorescencia (0.025-0.2 mM).

Interferencias de la matriz

Se estudian por el método de las adiciones afiadiendo muestra
hidrolizada al patron de aminoacidos. Se comparan las pendientes de las
regresiones lineales obtenidas al inyectar patrones de aminoécidos de las
concentraciones estudiadas en la linealidad con las obtenidas al inyectar
los mismos patrones afladidos de hidrolizado de la muestra. No existen
diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) entre las pendientes
de las ecuaciones de regresion correspondientes a patron solo y
adicionado de matriz (cuadro 16). Por lo tanto, se concluye que en la

determinacion de aminoécidos en PCL no hay interferencias de la matriz.
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Cuadro 16. Estudio del efecto de la matriz (método de adicion) en la

determinacion de aminoacidos.

Aa  Intervalo de confianza r Intervalo de confianza r
de la pendiente de la pendiente (patron
(patron)* adicionado de matriz)*
Asp 25.46-36.00 0.992 27.05-31.03 0.999
Ser 31.98-45.38 0.992 35.12-39.95 0.999
Glu 25.42-40.44 0.987 29.44-37.13 0.996
Gly 29.27-40.39 0.993 32.32-34.83 1.000
His 50.03-65.56 0.995 49.96-56.57 0.999
Arg 37.15-59.79 0.986 42.01-51.47 0.997
Thr 57.77-72.72 0.997 53.38-64.82 0.997
Ala 51.67-64.66 0.997 49.87-56.35 0.999
Pro 27.29-31.37 0.999 22.78-28.30 0.997
Tyr 49.02-64.49 0.995 51.39-55.13 1.000
Val 49.76-96.20 0.975 88.84-95.77 1.000
Lys 43.44-55.89 0.996 41.46-49.25 0.998
Ileu 105.12-131.80 0.997 102.23-115.76 0.999
Leu 100.99-124.20 0.997 93.47-111.12 0.998
Phe 121.19-152.48 0.997 119.93-133.90 0.999
CysA 38.43-39.94 1.000 35.41-40.37 0.999
MetS 36.75-99.98 0.949 30.12-98.42 0.934

Trp 5058076.02-5883599.57 0.999 5613597.24-6401347.57 0.999

r: coeficiente de correlacion

* Si los intervalos de confianza de las pendientes se superponen no existen

diferencias estadisticamente significativas (p>0.05).
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Precision

La precision instrumental, de la derivatizacion y del método,
expresada como coeficiente de variacion, se muestra en el cuadro 17. La
precision instrumental se calcula a partir de tres inyecciones de un patroén
derivatizado 0.01 mM, o en el caso del triptéfano de un patréon 0.2 mM,
obteniéndose coeficientes de variacion de 0.04-0.9%. La precision del
procedimiento de derivatizacion se calcula a partir de inyecciones de un
patrén derivatizado ocho veces en tres dias distintos (interdia 0.6- 2.9%) y
tres veces en un mismo dia (intradia 0.2- 2.7%). La precision del método
se estima aplicando el procedimiento de determinacién de aminodcidos
(apartado 3.1.1-3.1.3 de la parte experimental) a tres alicuotas de muestra
de papilla B, y se obtienen coeficientes de variacion de 0.2 a 4.2%

(excepto para MetS 6.7%).

La precision es similar a la obtenida por otros autores,
independientemente del derivatizante y de la matriz analizada
(Bidlingmeyer et al., 1984 y 1987; Sarwar et al., 1988; Cubedo, 1990;
Cohen and De Antonis, 1994; Strydom and Cohen, 1994; Liu et al.,
1995; Alegria et al., 1996 y 1998; Heems et al., 1998; Montafio et al.,
2004).
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Cuadro 17. Precision expresada como coeficiente de variacién en la

determinacion de aminoacidos.

Aa  Instrumental ' Derivatizacién ' Método (n=3)"
Intradia (n=3) Interdia (n=8)
Asp 0.7 0.8 0.8 1.6
Ser 0.6 1.0 1.4 3.1
Glu 0.4 0.5 0.6 0.2
Gly 0.2 0.5 1.8 33
His 0.7 0.2 1.0 2.3
Arg 0.2 0.2 2.4 1.8
Thr 0.8 0.6 2.7 3.0
Ala 0.6 0.3 1.6 2.4
Pro 0.9 1.5 2.9 1.0
Tyr 0.8 1.0 0.8 3.5
Val 0.7 0.5 0.6 2.8
Lys 0.8 2.7 1.8 1.2
Ile 0.7 0.5 1.6 1.9
Leu 0.9 0.4 1.1 1.9
Phe 0.8 0.4 1.0 1.9
CysA 0.7 1.2 23 34
MetS 0.04 1.3 1.8 6.7
Trp 0.3 4.2

! Estimado con patrones

2 Estimado con PCL
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Exactitud

Los aminoacidos libres se oxidan durante la hidrolisis acida, por lo
tanto, s6lo de evalta la exactitud de la etapa de derivatizacion y/o
determinacion cromatografica (caso del triptéfano) mediante ensayos de
recuperacion. Se adicionan cantidades conocidas de patron de
aminoacidos (una o dos veces el contenido en la muestra) al hidrolizado

de la muestra (papilla B). El porcentaje de recuperacion se calcula como:
% Recuperacion = ((X-Y).100)/Z

X e Y = Contenido medio del aminoacido en las muestras adicionadas y sin
adicionar, respectivamente

Z= Concentracion de aminoacido afiadido a las muestras

Los ensayos se realizan por triplicado. Los valores de % de

recuperacion obtenidos oscilan entre 86 y 109% (cuadro 18).
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Cuadro 18. Exactitud de la derivatizacion y/o determinacion

cromatografica de los aminoacidos de las PCL.

Aa Presente Afiadido Hallado Recuperacion
mg/100g (n=3) mg/100g mg/100g (n=3) %
Asp 254+4 597 86019 101.5£1.5
Ser 19316 470 67316 102.1+1.3
Glu 83512 662 1536£15 105.942.3
Gly 94+3 339 43246 99.7£1.8
His 99+2 723 831£18 101.3£2.5
Arg 14743 796 966+17 102.9+2.2
Thr 150+4 561 685+13 95.3£2.3
Ala 12643 410 517£1 95.3+0.4
Pro 34043 481 84317 104.5£1.5
Tyr 128+4 825 934+15 97.8£1.8
Val 20616 478 61750 86.0£10.4
Lys 24143 662 914+16 101.6+2.4
Ile 16743 555 696140 95.4+7.3
Leu 31846 569 832+53 90.249.3
Phe 17143 717 884+37 99.4£5.2
CysA 5182 122 17317 99.7£5.5
MetS 8015 131 211419 99.7£14.3
Trp' 2742 45 77+1 108.7+0.7

' Sin derivatizacién previa

n: Numero de réplicas
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No se dispone de un material de referencia similar a las PCL, por
lo que la exactitud del método se evaliia con ensayos de recuperacion
adicionando, antes de la hidrolisis, una proteina (caseina) a las PCL. Se
selecciona la caseina por ser la proteina principal de la leche, componente
mayoritario en las muestras estudiadas (88%). Se adiciona una cantidad
de caseina similar a la presente en la cantidad de muestra (papilla B)
tomada para la hidrolisis. El ensayo se realiza por triplicado. Los
porcentajes de recuperacion obtenidos oscilan entre 88.3 y 118.2%,
(cuadro 19), excepto para la cisteina (55.3%). Esto se debe a que el
contenido de cisteina en la caseina afiadida es cuatro veces menor que el
correspondiente a la muestra, donde los cereales aportan también parte de

ella.
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Cuadro 19. Exactitud del método de determinacion de los aminoacidos

estimada con ensayos de recuperacion con caseina afiadida.

Aa Presente Afiadido Hallado Recuperacion
mg/100g (n=3) mg/100g  mg/100g (n=3) %
Asp 25444 277 557£28 109.0+10.1
Ser 19316 184 396423 110.1+£12.7
Glu 83542 835 177569 112.6£8.3
Gly 94+3 64 170+8 118.2£13.6
His 99+2 100 214+12 115.5£12.3
Arg 14743 226 422462 107.1£17.4
Thr 150+4 187 315£13 88.5£7.0
Ala 126+3 121 25112 102.84£9.5
Pro 34043 429 757127 97.016.3
Tyr 128+4 116 259+16 108.0+6.8
Val 20616 266 44145 88.3£1.8
Lys 24143 305 580430 110.949.7
Ile 16743 198 385+17 110.248.5
Leu 31846 369 649+7 89.5+1.9
Phe 171£3 172 371+17 115.949.7
CysA 512 15 58+1 55.3£2.2
MetS 8015 147 227+10 100.4+6.8
Trp 2742 45 7242 100.5+3.6

n: Numero de réplicas
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4.1.2. Compuestos fluorescentes

Con el fin de seleccionar la cantidad de enzima y el tiempo de
incubacion (25°C) necesarios para la liberacion completa de los
compuestos unidos a proteinas en la determinacion de compuestos totales,
se realizan ensayos, tomando como punto de partida las condiciones
utilizadas por Ferrer et al. (2005b) en un trabajo previo en férmulas para

lactantes.

Cantidad de enzima

Se ensayan distintas cantidades de pronasa (8, 16, 20, 24, 32 y 40
U) adicionadas a la muestra de papilla B siguiendo el protocolo descrito
en el apartado 3.3. de la parte experimental, excepto el tiempo de
incubacion que se prolonga a 24 horas para asegurar que la hidrolisis
enzimatica sea completa, y se determinan los AGEs y la pentodil-lisina
totales. Cada cantidad de enzima se ensaya por triplicado. Los resultados
muestran que la cantidad de enzima que debe utilizarse es 24 U, porque
los % IF que se obtienen no difieren significativamente (p>0.05) de

aquellos obtenidos con cantidades de enzima mayores.

La cantidad de pronasa seleccionada es mayor que la usada en
formulas para lactantes por Ferrer et al. (2005b), pero la relacion entre
compuestos totales y libres es también mayor en PCL (de 8 a 10) que en

férmulas para lactantes (de 4 a 5).
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Tiempo de incubacion

Se utiliza una cantidad de pronasa fija (24 U) y se ensaya un
intervalo de tiempos de incubacion (30, 60, 90 y 120 minutos). No se
encuentran diferencias significativas (p>0.05) entre los tiempos

ensayados, por lo que se selecciona el mas corto (30 minutos).

4.1.3. CML

Limites de deteccion (LD) y de cuantificacion (LC)

El LD se determina mediante inyeccion de patréon de CML con
DAP y tomando el valor del area del pico mayor, debido al ruido de la
sefial de deteccion en la vecindad de los picos de la CML, multiplicado
por 3. El LC se calcula del mismo modo multiplicando por 10. Se
obtienen los siguientes valores: 3.61 nmoles (2.63 mg/L o 13 uM en el
derivatizado; 3.35 mg/100 g proteina) y 12.02 nmoles (8.77 mg/L o 43
uM en el derivatizado; 11.16 mg/100 g proteina), para el LD y LC,

respectivamente.

Los LD y LC que proporciona el método de determinacion de
CML por CG-FID son mayores que los obtenidos por otros autores

utilizando distintas técnicas (cuadro 20).
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Muestra Técnica/ LD (uM) Precision ~ Recuperacion Autores
Derivatizante (CV%) (%)
Leche UHT CLAR/ 0.98 _ _ Hewedy et al.,
OPA 1994
Productos lacteos CLAR/ 0.025 2.2 _ Drusch et al.,
OPA 0.055% 1999
Albtimina humana CLAR/ 12.10°° 5-9 93 Ahmed et al.,
sérica glicada AQC 2002
Proteinas plasmaticas, CL-MS/MS 85.107° 6 101 Thornalley et al.,
plasma y orina 2003
Leche pasteurizada, ELISA 0.049-0.49 _ _ Tauer et al.,
UHT y en polvo 1999
Formulas para ELISA _ <4-5 _ Birlouez-Aragon et
lactantes al., 2005
Leche, formulas para ELISA _ 4-5 _ Dittrich et al.,
lactantes y orina 2006
Orina CG-MS/ 0.1 0.6-4.6 89 Petrovic et al.,
Etilcloroformato 2005
Formulas para CG-MS/ 0.07 5 _ Charissou et al.,
lactantes, galletas, metanol-acido 0.73? 2007

salmon y ternera

trifluoroacético

“LC
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Linealidad

Se determina a partir del analisis de patrones de CML de distinta
concentracion (52, 130, 261, 391 y 460 uM) con patrén interno (DAP)
afiadido (261 puM). Se realiza la regresion lineal entre la respuesta
(medida como areas de los picos de la CML vy el patrén interno) y la
relacion entre las concentraciones de CML y de patréon interno. La
ecuacion obtenida a partir de la regresion lineal y el coeficiente de
correlacion son: y= 0.557x — 0.072 (r=0.981). La representacion grafica

se muestra en la figura 19.

El intervalo de linealidad obtenido por Drusch et al. (1999) en la
determinacion de CML por CLAR previa derivatizacion con o-ftaladehido
(OPA) es menor (16.5-67.5 uM) al obtenido en este trabajo, al igual que
el indicado por Petrovic et al. (2005) (0.5-25 uM) utilizando CG-MS
previa derivatizacion con etilcloroformato y por Charissou et al. (2007)
(1.2-97.9 uM) utilizando CG-MS previa derivatizacion con metanol en

medio acido y 4cido trifluoroacético anhidro.

Aunque el método de determinacién por CG-FID proporciona
unos LD y LC superiores a los obtenidos por otras técnicas y el intervalo
de linealidad se establece para mayores concentraciones de CML, es
suficientemente sensible para utilizarlo como indicador en alimentos y
ofrece la ventaja de permitir la evaluacion de la calidad proteica a partir

de la determinacion conjunta de CML, LAL vy lisina.
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Figura 19. Relacion entre la respuesta (medida como areas de los picos) y

la concentracion de CML.
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Precision del método

Se estima aplicando el procedimiento descrito en el apartado 3.4.
de la parte experimental, al menos por duplicado, a alicuotas de diferentes
tipos de muestras de alimentos (apartado 2.2. de la parte experimental).
Los coeficientes de variacion oscilan entre el 1.6%, obtenido en la bebida
de soja de tipo 2, y el 10.0%, obtenido en las PCL A y B (con miel)

almacenadas a 37°C durante 9 meses y en la bebida de soja de tipo 1.

Otros autores han obtenido una precision similar utilizando

distintas técnicas (cuadro 20).
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Exactitud

Se evalua la exactitud de la etapa de derivatizacion y
determinacion cromatografica mediante ensayos de recuperacion.
Cantidades conocidas de patrén de CML (0.027 mg y 0.088 mg) se
adicionan a un hidrolizado de muestra de leche UHT y a otro de bebida de
soja. Se determina la CML de las muestras adicionadas o no y se calcula

el porcentaje de recuperacion. Los ensayos se realizan por duplicado.

El porcentaje medio de recuperacion obtenido en el caso de la
leche UHT es de 84.45+1.74 %, y en el caso de la bebida de soja es de
107.76£10.24 %. La exactitud es similar a la obtenida por otros métodos

(cuadro 20).

4.2. Aminoacidos en PCL

4.2.1. Contenidos

Los contenidos de aminoécidos de las PCL analizadas, expresados
en mg/g proteina, se muestran en el cuadro 21. Los valores corresponden

a la media de tres lotes diferentes, analizados por cuadriplicado.

En los tres tipos de papilla, los aminoacidos mas abundantes son
el acido glutamico, la prolina y la leucina, mientras que los menores

contenidos corresponden a triptéfano y cisteina (figura 20).

Los tres tipos de papilla presentan un perfil aminoacidico similar
al de la leche desnatada (Souci et al., 2000), principal componente de las

papillas (88%) (figura 20).
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Cuadro 21. Contenido de aminoacidos (mg/g proteina), expresado como

media * desviacion estandar, en las tres PCL (A, B y C) analizadas.

A B (con miel) C (con frutas)
Asp 81.3%1.6° 81.1%1.5° 75.345.4°
Ser 62.843.6° 61.842.2° 57.042.9°
Glu 278.8+0.5% 280.6%5.6" 246.1%16.6°
Gly 29.24+0.4% 30.7+1.6° 26.4+1.1°
His 30.8+0.7° 31.3+0.7° 27.5+1.1°
Arg 42.742.1% 46.0+2.2° 37.8+1.5
Thr 45.741.2% 46.0+0.8 41.6+1.8°
Ala 39.5+1.1% 40.1+1.2° 35.7+1.4°
Pro 116.545.1% 117.143.8° 101.4+5.2°
Tyr 19.7+0.2° 35.440.6 30.3+1.9°
Val 70.242.0° 67.8+1.7° 60.243.0°
Lys 76.2+1.4° 73.842.4° 67.613.6°
Ile 56.440.6" 60.442.3" 49.6+3.3"
Leu 104.9£1.6 103.242.3 94.046.4°
Phe 55.740.4% 55.1%1.3° 49.2+3.3°
Cys 10.540.8° 10.4+0.1° 10.0+0.2°
Met 24.9+2.0° 18.9+0.1° 24.3+0.6"
Trp 10.0+1.2° 9.7+0.3 8.8+0.6"

no presentan diferencias estadisticamente significativas (p>0.01).

Los valores de una misma fila con algun superindice coincidente
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Figura 20. Perfil aminoacidico de las PCL analizadas (A, By C) y de la

leche.
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El ANOVA aplicado al contenido de aminoacidos muestra la
existencia de diferencias estadisticamente significativas (p<0.01) entre los
contenidos de aminodcidos de las muestras analizadas (cuadro 21). Se
encuentran diferencias entre las papillas con miel (B) y con frutas (C)
para la mayoria de los aminoécidos, entre las que caben destacar las
diferencias entre los contenidos de aminoacidos esenciales histidina,
treonina, valina, isoleucina, fenilalanina y metionina. En cambio, no
existen diferencias entre los aminoacidos esenciales lisina, leucina y

triptofano.

Una raciéon de papilla (250 mL) contribuye de forma significativa
al cumplimiento de las RDA de aminoacidos esenciales y semiesenciales

propuestas por el FNB (2005) para lactantes (7-12 meses) y nifos de corta
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edad (1-3 afios), como se muestra en el cuadro 22. Para estimar la
contribucion en aminodcidos de una racion de papilla, se consideran pesos
medios de 9 y 12 kg, para lactantes y nifios de corta edad,
respectivamente (FNB, 2005). Las cantidades de aminoacidos esenciales
y semiesenciales que proporciona una racion de papilla son superiores a
los requerimientos diarios establecidos para nifios de 1-3 afios, excepto
para el triptofano y la metionina+cisteina. Las contribuciones son
inferiores a las recomendadas para lactantes de 7-12 meses en el caso de
algunos aminodcidos, siendo el triptéfano el aminoicido para el que
menos se cumple el requerimiento. Sin embargo, la dieta diaria de un
lactante puede incluir, segin la edad, 1.5-2 raciones de papilla, ademas de
otros alimentos. De este modo, se satisfacen completamente las RDA

(Belitz y Grosch, 1992; Martinez y Hernandez, 1993).

4.2.2. Calidad proteica

Para evaluar la calidad proteica de las PCL analizadas, se calcula
el indice quimico. La proteina de referencia a utilizar para el calculo de
este indice en PCL es la caseina (ESPGAN, 1981; Directiva
2006/125/CE). Segun este criterio, la tirosina determina el indice quimico
de las PCL A y C (con fruta), y el triptéfano de la PCL con miel (B)
(cuadro 23). Los valores obtenidos son inferiores al 70% recomendado
por ESPGAN vy al 80% establecido por la Directiva 2006/125/CE, aunque
en esta ultima el porcentaje se refiere a la proteina afiadida (leche, en este

caso) y en la estimacion realizada se toma la proteina de todo el producto

(PCL).
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Cuadro 22. Porcentajes de cumplimiento de las RDA para aminoéacidos
esenciales y semiesenciales proporcionados por una raciéon (250 mL) de

PCL de tipo A, B (con miel) y C (con frutas).

A B C A B C
7-12 meses 1-3 afios
His 98 103 90 112 117 103
Thr 95 98 89 109 113 102
Val 123 123 109 145 144 128
Lys 87 87 80 100 100 92
Ile 134 147 121 154 170 139
Leu 115 116 106 127 129 117
Phe+Tyr 92 113 99 107 132 116
Met+Cys 84 71 84 97 82 97
Trp 78 78 71 96 96 87

El indice quimico también se calcula utilizando la proteina patrén
de referencia (amino acid scoring pattern) propuesta por la FAO/ OMS
(1985) para nifios de 0-1 afio y 2-5 afios. En las tres papillas y para los
dos grupos de edad considerados, el indice quimico (amino acid score)

viene dado por el triptéfano (cuadro 23).
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Cuadro 23. Indice quimico y amino4cido limitante considerando como
proteina de referencia la caseina (ESPGAN, 1981; Directiva

2006/125/CE) o la proteina patron propuesta por la FAO/OMS (1985).

PCL ESPGAN (1981) FAO/OMS (1985)
0-1 afio 2-5 aflos
Directiva 2006/125/CE
A 34.0 Tyr 58.8 Trp 90.9 Trp
B (con miel) 60.7 Trp 57.1 Trp 88.3 Trp
C (con fruta) 52.2 Tyr 52.1 Trp 80.5 Trp

Los estudios relativos al indice quimico de las PCL son escasos.
Ademéds, estos productos tienen contenidos de leche variables y en
muchos casos no especificados, lo que dificulta la comparacién de los

datos bibliograficos con los resultados obtenidos.

Constituye otra dificultad el hecho que el indice quimico de las
papillas también se calcule en relacion a proteinas de referencia distintas a
la propuesta por la FAO/OMS (1985). Blattna et al. (1983), utilizando
proteina de huevo, encuentran que los aminoacidos azufrados (Met y Cys)
son los limitantes en PCL; mientras que para Dodd y Ratanani (1988) son
la treonina y la lisina, al tomar como referencia los niveles recomendados
por la FAO/OMS (1970), y los aminoacidos azufrados y la lisina, al

considerar la leche humana como patron.
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Otros autores que utilizan como referencia los valores propuestos
por la FAO/OMS (1985) sefialan la lisina como aminoacido limitante en
alimentos infantiles de destete. Pellett y Mathew (1986) obtienen indices
quimicos de 57- 61 y de 83- 88, respectivamente, en alimentos a base de
mijo y leche desnatada en polvo y a base de arroz y leche desnatada en
polvo. Se desconoce el contenido de leche de dichas papillas, pero
probablemente sea bajo, porque la lisina, aminoacido limitante de los
cereales, determina el indice quimico. Suhasini y Malleshi (2003)
determinan los aminoacidos, excepto triptofano y tirosina, en alimentos
infantiles a base de trigo y garbanzos con leche desnatada en polvo (5%),
y también encuentran que la lisina es el aminoacido limitante. Sin
embargo, Jirapa et al. (2001) indican que la metionina y cisteina
determinan el indice quimico (48- 49) de alimentos infantiles con
cereales, fruta y un 15% de leche desnatada en polvo. Estos resultados
ponen de manifiesto que el contenido de leche de las papillas puede

modificar el aminoacido limitante.

En estudios previos en férmulas para lactantes, el triptéfano o los
aminoacidos azufrados resultaron ser los limitantes (Pompei et al. 1987;

Sarwar et al. 1989; Alegria et al., 1999; Viadel et al., 2000).

En todos los estudios realizados, incluyendo este trabajo, los
aminoacidos limitantes son la lisina, los aminoacidos azufrados, la
treonina o el triptofano, que coinciden con los citados por la FAO/OMS
(1985) como aquellos que suelen limitar la calidad proteica de la dieta

humana.
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4.3. Influencia del almacenamiento en la evolucién de la RM en PCL

4.3.1. Furosina

Los contenidos de furosina (expresados en mg/ g de proteina) de
las tres PCL analizadas, almacenadas durante 9 meses a 25, 30 y 37°C, se
muestran en el cuadro 24. Los analisis se realizan por cuadriplicado. En
las muestras recién fabricadas el contenido de furosina oscila entre 3.10 y
3.40 mg/g proteina, y en el ultimo mes de almacenamiento entre 4.26 y

6.03 mg/g proteina.

Los contenidos medios de furosina, independientemente de la
temperatura y el tiempo de almacenamiento, son de 3.73, 4.18 y 3.71

mg/g proteina en las muestras A, B y C, respectivamente.

Puesto que la leche es el principal componente (88%) de las
papillas estudiadas, la furosina procedera principalmente de la reaccion
entre las proteinas lacteas y la lactosa; aunque el tipo y la cantidad de
cereales (8.8%), sometidos a un tostado previo, incrementara el contenido
final de furosina. La hidrolisis con a-amilasa, al incrementar el contenido
de azucares reductores, también favorece el desarrollo de la RM (Guerra-

Hernandez et al., 1999).
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Cuadro 24. Contenidos de furosina (mg/g proteina) de las PCL

analizadas.
PCL Mes 25°C 30°C 37°C
0 3.10+0.20°
1 2.74+0.06° 2.65+0.06° 2.76+0.03°
2 2.53+0.15%°  2.73+0.12*°  3.1140.04*°
4 3.40+0.15%%  4.0240.14%¢  4.39+0.05%
A 5 2.85+0.14° 3.2240.18°  3.65+0.03°
6  3.73+0.20%% 4.2240.29%¢  4.71+0.20%
7 3374021 421+0.16°  4.23+0.11¢
8  4.03+0.13°  4.9840.14°  5.30+0.27°
9  426+0.10°  5.00+0.07°  5.33+0.35"
0 3.40+0.18°
1 3.64+0.05° 3.484+0.12° 3.50+0.16°
2 3.33+0.13*° 3.57+0.25*° 3.86+0.16™
4 3.5140.07%% 4.2340.14%¢ 4.37+0.21%
B 5 3.58+0.19°  4.36+0.12°  4.68+0.17°
(con miel) 6 3.55+0.25%0 423+024°¢  4.27+0.13%
7 3.55+0.06°  4.2440.26%  4.50+0.13¢
8  4.46+024° 5.17+0.20°  5.59+0.16°
9 5284030 5.75+0.21"  6.03+0.40"
0 3.1140.11°
1 2.51+0.08° 2.45+0.09° 2.91+0.12°
2 2.87+0.04*° 2.98+0.15*® 3.11+0.18*°
4 325+0.19%¢ 3.76+0.23%¢  4.33+0.19%¢
C 5 4.06+0.17°  4.05+0.18°  3.984+0.23°
(con frutas) 6 3.25+0.18%¢ 3.54+0.19%¢ 3.56+0.13
7 3.47+020%°  4.53+0.16%  4.52+0.05¢
8  3.90+0.30° 4.63+0.11°  4.82+0.13°
9  456+0.12"  4.80+0.18"  4.98+0.12°

Superindices distintos para los valores de una misma columna
dentro de cada tipo de papilla indican diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05) con respecto al tiempo de almacenamiento.
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Los contenidos de furosina de la muestra B (con miel) son
significativamente (p<0.05) mayores que los de las muestras A y C. Los
tres tipos de papillas tienen un contenido proteico similar, han sufrido los
mismos tratamientos térmicos, y contienen leche de la misma calidad y en
la misma proporcion (ver apartado 2.1.1. de la parte experimental). Por lo
tanto, la mayor concentracion de furosina de la muestra B podria
atribuirse al mayor contenido de monosacaridos, que pueden incrementar
la susceptibilidad a la RM. La miel presente en esta muestra aumenta los
contenidos de fructosa y glucosa en 0.35 y 0.3 g/100g papilla,
respectivamente [estimacion realizada considerando el porcentaje de miel
presente (0.9%) y su contenido de glucosa y fructosa (Souci et al., 2000)].
El efecto de la miel en el incremento de la furosina ya se ha descrito en
papillas con cereales y/o soja, aunque sin proteina lactea (Guerra-

Hernéndez et al., 1999; Guerra-Herndndez y Corzo, 1996).

Las frutas (manzana, naranja y platano) presentes en la muestra C
(1.1%) contribuyen a aumentar el contenido de monosacaridos, pero en
menor proporcion que la miel (glucosa 0.02-0.04 g/100g papilla y
fructosa 0.03-0.06 g/100g papilla) (calculo realizado segin se ha
mencionado para la miel). La menor contribucion de las frutas si se
compara con la miel podria explicar la ausencia de diferencias
significativas (p>0.05) entre las muestras C y A (s6lo a base de cereales y

leche).

La comparacion de los resultados obtenidos con datos
bibliograficos no es facil, pues la informacion relativa a contenidos de

furosina en papillas infantiles es escasa. Ademas, la composicion de los
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productos que se incluyen en esta categoria es muy variada, y pueden
contener leche o no. Ademas, se utilizan distintos procesos de fabricacion
y los productos finales pueden comercializarse en forma liquida o en

polvo.

En papillas de cereales que contienen miel en cantidad
desconocida, se mencionan contenidos de furosina mayores a los
obtenidos en el presente estudio. Asi, en papillas a base de leche, arroz y
miel se han sefialado contenidos de 4.3 mg/g proteina (Carratu et al.,
1993), frente al 3.4 mg/g proteina obtenido en las muestras B recién
fabricadas de este estudio. Al desconocer la contribucion de los distintos
ingredientes de la papilla, asi como el proceso de fabricacion, resulta

dificil explicar las diferencias.

En papillas en polvo de cereales con miel y soja, pero sin leche
anadida, se indican contenidos de furosina (en mg/g proteina) de 7.3
(Guerra-Hernandez et al., 1999) y de 13.7 (Guerra-Hernandez y Corzo,
1996), o de 8.2 en muestras sin soja (Guerra-Hernandez y Corzo, 1996).
Los mismos autores (Guerra-Hernandez y Corzo, 1996; Guerra-
Hernandez et al., 1999), en papillas a base de cereales con frutas, sefialan
contenidos de furosina de 3.6-18.6 mg/g proteina. Estos valores son
superiores a los obtenidos para las muestras B (0.9% miel) o C (1.1%
frutas), pudiendo deberse las diferencias, basicamente, al proceso de

fabricacion.

En papillas elaboradas solo con frutas (sin cereales ni leche), los

contenidos de furosina (0.4-1.8 mg/g proteina) son menores, lo que es
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légico por su bajo contenido proteico (Rada-Mendoza et al., 2002a y

2004).

Efecto de la temperatura de almacenamiento

La aplicacion de un ANOVA de tres factores (tipo de muestra,
temperatura y tiempo) muestra diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) en los contenidos de furosina para las tres temperaturas de
almacenamiento estudiadas. Los valores medios a 25, 30 y 37°C son 3.53,

3.94 y 4.15 mg/ g proteina, respectivamente.

No existe interaccion entre la temperatura y el tipo de muestra, es
decir, la evolucion del contenido de furosina con el aumento de la
temperatura muestra un comportamiento similar en los tres tipos de PCL

estudiadas.

Efecto del tiempo de almacenamiento

Durante el almacenamiento de las papillas, se observa un
incremento gradual de su contenido de furosina. Este incremento depende
de la temperatura de almacenamiento y del tipo de muestra, y oscila en un
amplio intervalo, desde el 37% en la muestra A (a base s6lo de cereales y
leche) a 25°C, hasta el 77% en la muestra B (con miel anadida) a 37°C.
Las diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre los
contenidos de furosina obtenidos en los distintos periodos de

almacenamiento se muestran en el cuadro 24.
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Existen interacciones, estadisticamente significativas (p<0.05),
entre el tiempo de almacenamiento y la temperatura o el tipo de muestra
(figura 21). La formacion de furosina durante el almacenamiento es mas
rapida a 37°C que a 25 y 30°C (figura 21a), especialmente hasta el cuarto
mes. Desde este punto y hasta el final del periodo de almacenamiento, el
incremento en la furosina muestra un comportamiento similar a las tres
temperaturas (25, 30 y 37°C). El tipo de muestra (A, B y C) también
afecta al incremento de furosina (figura 21b), siendo éste mas rapido en la

muestra B.

Dado el efecto significativo del tiempo de almacenamiento, la
temperatura y el tipo de muestra (ANOVA) en la formacién de furosina,
se aplica una regresion multiple para cuantificar el efecto de estos
factores. Puesto que el tipo de muestra es una variable cualitativa, en el
analisis se utilizan variables dummy, es decir, se crean dos variables
auxiliares que representen el factor tipo de muestra (muestra 1 y muestra
2) (Jobson, 1991). Los coeficientes de las variables muestra 1 y muestra 2
miden, respectivamente, lo que las muestras B (con miel) o C (con frutas)
difieren de los valores medios obtenidos para la muestra A

(multicereales), tomada como referencia.
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Figura 21. Furosina. Interacciones tiempo de almacenamiento-

temperatura y tiempo de almacenamiento-tipo de muestra.
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La figura 22 muestra los valores observados frente a los predichos
para la furosina y la ecuacion correspondiente, que explica un porcentaje
elevado de la variabilidad encontrada en la formacién de furosina (R* =
80%). El signo negativo correspondiente al coeficiente de la variable mes
no significa que el compuesto vaya a disminuir con el tiempo, pues el
efecto del tiempo se considera conjuntamente en la variable
temperatura*mes, y en todos los casos, para una temperatura dada, la
furosina aumenta al incrementar el tiempo. El efecto mas importante
sobre la formacion de furosina es atribuible a la interaccion de las

variables temperatura*mes.

Figura 22. Valores observados frente a predichos para la furosina y

ecuacion de regresion multiple obtenida.
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La informacion bibliografica disponible sobre el efecto del tiempo
de almacenamiento en la formacion de furosina en papillas infantiles es
escasa. Pueden mencionarse los estudios sobre el efecto de la temperatura
y el tiempo de almacenamiento en papillas sélo a base de frutas (Rada-
Mendoza et al., 2004) o arroz (Ramirez-Jiménez et al., 2003), en los que
se obtiene un aumento del contenido de furosina con la temperatura y el

tiempo de almacenamiento.

No se han encontrado trabajos sobre la formacion de furosina en
los que se estudien las interacciones entre ésta y el tiempo y la
temperatura de almacenamiento o se propongan modelos predictivos de

su formacion durante el almacenamiento.

El incremento del contenido de furosina durante el
almacenamiento y con el aumento de la temperatura se ha sefialado en
productos lacteos, como leche desnatada en polvo (Resmini y Pellegrino,
1994), leche UHT (Corzo et al., 1994), y formulas en polvo a base de
leche para lactantes (Ferrer et al., 2003b; Calcagno et al., 1996).

El Unico trabajo comparable al realizado es el estudio de la
formacion de furosina en papillas a base de cereales con un 40% de leche
en polvo, almacenadas en condiciones de laboratorio (25 y 55°C, durante
1, 2, 3 0 4 semanas, en atmosfera de aire y A,=0.65, y a 28°C durante 1 o
4 meses) y en condiciones industriales (32 y 55°C durante 1, 3, 6 0 12
meses en atmosfera de aire o nitrogenada) (Ramirez-Jiménez et al.,
2004a). Algunas de las papillas contienen distintos cereales con harina de
soja, mientras que otras consisten en una mezcla de harina de arroz y

maiz. A tiempo cero, los contenidos de furosina de las muestras son
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mayores (4.5- 6.12 mg/g proteina) que los encontrados en este trabajo. Se
observa un incremento de los contenidos de furosina durante el
almacenamiento (excepto a 55°C y Ay=0.65), que es mayor en las
muestras almacenadas a 25°C en condiciones de laboratorio, considerando
el corto periodo de almacenamiento (4 semanas). En condiciones
industriales (mas similares a las aplicadas en nuestro estudio), se obtienen
incrementos de furosina del 61.5% en muestras almacenadas a 32°C
durante 12 meses, proximos al 61.3% observado en las muestras
almacenadas a 30°C durante 9 meses de este estudio; aunque si se tiene en
cuenta que el contenido de leche (88%) de estas ultimas es mucho mayor
al 40% de las muestras analizadas por Ramirez-Jiménez et al., (2004a),

los contenidos de furosina que ellos obtienen son relativamente mayores.

Porcentaje de lisina bloqueada durante el almacenamiento

El porcentaje de lisina bloqueada se estima a partir de los
contenidos de lisina de las papillas recién fabricadas, determinados por el
método AQC (apartado 4.2.1., cuadro 21), y de los valores de furosina

obtenidos. Los porcentajes de lisina bloqueada son:

a) en muestras recién fabricadas: 9.5, 10.7 y 10.7% en las papillas

A, By C, respectivamente.

b) tras 9 meses de almacenamiento a 25, 30 y 37°C: 12.8-15.7,
16.0-18.1 y 15.2-16.4% en las papillas A, B y C, respectivamente.
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Estos resultados muestran que el bloqueo de lisina no so6lo es
importante durante la fabricacion de las papillas (valor medio del 10.3%),

sino también durante el almacenamiento (valor medio del 6.4%).

Los porcentajes de bloqueo de lisina obtenidos en muestras recién
fabricadas son similares al 12% obtenido por Pizzoferrato et al. (1998) en

papillas a base de arroz y leche, listas para el consumo y no almacenadas.

En papillas de cereales con un 40% de leche, almacenadas 12
meses a 32°C, el porcentaje de bloqueo lisina fue del 8% (Ramirez-
Jiménez et al., 2004b). Esta pérdida es comparable a la encontrada en las
papillas analizadas, teniendo en cuenta que el almacenamiento fue solo de
9 meses. El almacenamiento de las mismas papillas a 25°C y A,~= 0.65
durante 1 mes, produjo pérdidas mucho mayores (del 13%), ya que la A,
esta en el intervalo 6ptimo para el desarrollo de la MR (Ay=0.55-0.75)
(Cheftel y Cheftel, 1999); mientras que en las papillas de este estudio la
A= 1.00 (ver apartado 2 de la parte experimental).

Se han senalado porcentajes de pérdidas de lisina en leche como
consecuencia de un tratamiento UHT del 1- 4% (Erbersdobler y Hupe,
1991; Schaafsma, 1989; Morales et al., 1996b). Estos porcentajes son
inferiores a los estimados en las papillas analizadas, probablemente
debido a que en la fabricacion se ha utilizado leche pasteurizada y secada
por spray, antes de su incorporacion a la papilla como ingrediente, en una

etapa previa al tratamiento UHT.
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4.3.2. Compuestos fluorescentes (AGEs fluorescentes)

Los valores obtenidos para pentodil-lisina y AGEs, libres y totales,
en las papillas analizadas (A, B y C), almacenadas a 25, 30 y 37°C
durante 9 meses, se muestran en los cuadros 25, 26, 27 y 28. Los valores
se expresan como % IF (intensidad de fluorescencia) y son la media de

cuatro determinaciones.

Las Aexcitacion (347 nm) y Aemision (415 nm) utilizadas para
medir los AGEs se confirman mediante el registro de los espectros y se
observa que corresponden a maximos. Estas longitudes de onda se han
utilizado para medir los AGEs en sistemas modelo, leche (Morales y van
Boekel, 1997; Morales et al., 1996a), y formulas para lactantes (Ferrer et
al., 2005b). Sin embargo, otros autores usan longitudes de onda distintas
en sistemas modelo (Leclere et al., 2002) y leche (Siegl et al., 2000). Por
otra parte, para determinar los compuestos fluorescentes de sistemas
modelo similares a la leche y de alimentos tratados térmicamente, como
leche y cereales de desayuno, se ha propuesto el indice FAST (Birlouez-
Aragon et al., 2001; Leclére y Birlouez-Aragon, 2001; Birlouez-Aragon et
al., 2002; Gliguem y Birlouez-Aragon, 2005; Guan et al., 2005).
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Cuadro 25. Pentodil-lisina libre en las PCL analizadas, expresada como %

IF respecto a un patrén de sulfato de quinina de 7.5 pg/mL.

PCL Mes 25°C 30°C 37°C
0 10.740.1?
1 11.7+0.4° 11.5+0.7° 12.240.3°
2 11.0+0.3°  11.8+0.1°  12.240.1°
4 10.640.3° 13.04£0.5° 13.440.3°
A 5 12.440.5¢ 14.6+0.49 16.240.3¢
6 13.440.8° 16.840.5° 19.940.9°
7 11.440.6°  14.4+0.1¢  17.0£0.5¢
8 10.240.2° 13.3+0.2° 16.8+0.2°
9 11.840.6%"  14.3+0.3%"  18.5+0.4%°
0 12.3+0.8%
1 13.040.1°  13.6+0.2°  14.9+0.8°
2 12.740.1° 13.540.2° 15.040.5°
4 14.0+0.2° 15.540.3° 18.540.9°
B 5 13.0£0.2¢  15.740.2¢  18.1+0.4¢
(con miel) 6 13.940.2° 1674045  20.4+0.5°
7 12.440.3¢ 15.140.49 18.740.3¢
8 14.7+0.3" 18.4+0.6°  22.2+0.5
9 14.5+0.2%"  18.5+0.3%"  23.0+0.3%"
0 11.840.2°
1 13.840.3° 14.140.6° 15.440.4°
2 13.540.6" 14.8+0.4° 15.740.1°
4 13.840.3° 16.640.8° 17.340.3°
C 5 14.140.8¢  16.9+0.7°  18.5+0.7¢
(con frutas) 6 15.140.6°  18.5+03°  21.5+0.5°
7 12.6+0.2¢ 16.5+0.2¢ 19.3+0.3¢
8 14240.6"  17.7402"  21.0+0.4

14.0£0.6™"  16.3+0.5%"  21.0+0.4%'
Superindices distintos para los valores de una misma columna

N

dentro de cada tipo de PCL indican diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05) con respecto al tiempo de almacenamiento.
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Cuadro 26. Pentodil-lisina total en las PCL analizadas, expresada como %

IF respecto a un patrén de sulfato de quinina de 7.5 pg/mL.

PCL Mes 25°C 30°C 37°C
0 106.4+2.88
1 121.143.7"  127.0+2.0"  153.8+6.7"
2 115.6£2.6"  130.5+2.8"  160.7+5.6"
4 140.615.5'  181.6+5.6'  210.943.9'
A 5 124.4£1.3"  178.9+1.6'  206.6£2.6'
6 131.942.27  186.945.6  232.6+5.8
7 156.7+4.95  217.2+4.7%  260.0+7.3"
8 159.6+10.6'  220.0+5.4'  273.0+3.1'
9 145.1+10.0% 206.3+4.6°' 267.6+8.6"
0 142.7+5.58
1 180.6+2.4"  197.143.6"  215.5+3.0"
2 167.5+53"  183.247.1"  207.6x6.1"
4 166.9+4.1'  211.9+5.1'  246.6+3.2'
B 5 168.0£1.4'  226.5+104"  275.1£7.2'
(con miel) 6 1902428  257.5+4.4  308.2+47.8
7 194.743.2%  265.4+5.5  339.5+13.0F
8 205.3+7.5'  280.2492'  354.7+6.7'
9  210.6+13.2% 281.6+12.1% 347.7+19.7¢!
0 118.4+2.78
1 142.7+1.5"  149.146.2"  167.9+5.7"
2 133.583.7"  152.6£2.3"  182.649.3"
4 136.8£2.3'  190.1+2.0'  208.1£3.6'
C 5 139.582.5' 2044467 232.043.0'
(con frutas) 6 146.6+120 2263459  260.7+6.
7 151.044.2%  225.1+3.9%  271.6+6.2¢
8 188.2+13.5'  243.0+11.1' 291.2+12.0'
9 169.6+6.6%"  231.3+11.0% 289.0+11.6"'

Superindices distintos para los valores de una misma columna

dentro de cada tipo de PCL indican diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05) con respecto al tiempo de almacenamiento.

168



Parte experimental

Cuadro 27. AGEs libres en las PCL analizadas, expresados como % IF

respecto a un patron de sulfato de quinina de 0.5 pg/mL.

PCL Mes 25°C 30°C 37°C
0 8.7+0.1?
1 9.940.4° 9.440.1° 9.940.1°
2 9.1+0.3° 9.5+0.2° 9.8+0.1°
4 8.9+0.2° 10.7+0.5° 10.9+0.3°
A 5 9.7+0.1° 11.140.4¢ 12.4+0.1¢
6 11.0+0.4¢ 13.5+0.5¢ 15.840.44
7 9.4+0.2¢ 11.8+0.2° 13.9+0.3°
8 7.4+.0.2° 9.9+0.2° 12.7+0.1°
9 10.1+0.6" 12.3+0.4" 15.8+0.4"
0 10.0+0.3%
1 10.0+0.1° 10.6+0.4° 11.1+0.3°
2 10.2+0.3° 10.7+0.1° 11.7+0.4°
4 11.7+0.1° 12.6+0.2¢ 14.8+0.7°
B 5 10.740.2°  12.940.6°  14.1+0.1°
(con miel) 6 11.240.7°  12.8403%  15.5+0.4¢
7 9.6+0.9° 11.140.3¢ 13.740.2¢
8 11.5+0.2° 14.4+0.4° 17.8+0.3¢
9 11.4+0.2° 14.5+0.2° 17.940.2°
0 9.7+0.2°
1 10.2+0.4° 10.3+0.2° 10.8+0.3°
2 10.5+0.5° 11.440.3° 12.0+0.4°
4 11.0+0.2° 12.8+0.5° 13.7+0.3°
C 5 11.0£0.7°  12.8+0.3°  14.120.5°
(con frutas) 6 12.0002¢  14.4+02°  16.9+0.3°
7 9.1+0.2° 12.1£0.1¢ 14.240.2¢
8 11.6+0.1° 14.6+0.2° 17.3+0.3°
9 12.9+0.8" 15.1+0.2° 19.4+0.3"

Superindices distintos para los valores de una misma columna

dentro de cada tipo de PCL indican diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05) con respecto al tiempo de almacenamiento.
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Cuadro 28. AGE:s totales en las PCL analizadas, expresados como % IF

respecto a un patron de sulfato de quinina de 0.5 pg/mL.

PCL Mes 25°C 30°C 37°C
0 64.7+0.82
1 7224250 749+1.5"  87.3+5.8"
2 65.7+1.7"  72.5+22"  89.0+6.2"
4 69.7+4.1' 87.842.8'  101.6+2.0'
A 5 732407 100.241.5  116.0+2.0/
6 77.9+43.05  103.943.0  126.543.0%
7 82.6+2.8'  107.7+4.3"  133.7+6.2'
8 96.1+6.1™  128.6+4.1™  156.7+1.8™
9 94.147.1™  130.044.2™ 171.147.3™
0 82.7+4.58
1 93.3+2.2"  100.3+1.7"  114.5+4.7"
2 88.6+3.8"  95.0+3.4"  107.7+2.8"
4 99.1+1.6'  125.7+4.1'  148.0+2.4'
B 5 101.841.1  133.6£6.7  162.0+4.3’
(con miel) 6 102.840.9% 133.645.9  160.1+5.4"
7 110.245.1"  145.6+4.0'  185.8+7.3'
8 115.645.6™  153.8+6.2™  192.9+7.4™
9 129.848.5™  167.5+6.4™ 211.1+14.3™
0 72.8+1.7°
1 82.3+1.6"  853+3.2"  94.0+1.4"
2 75.8+2.9"  86.3+1.4"  98.9+5.5"
4 81.842.3"  110.042.1'  117.4+2.5'
C 5 85.5¢1.9  121.8+7.10 1352430
(con frutas) ¢ O1.141.4%  132.143.9¢  152.9+4.2
7 89.743.6'  127.7+4.1'  156.4+4.1!
8  114.1+11.7™ 145.448.9™  174.8+7.9™
9 101.3+4.8™  1343+7.0™  166.5+8.1™

Superindices distintos para los valores de una misma columna

dentro de cada tipo de PCL indican diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05) con respecto al tiempo de almacenamiento.
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La mayoria de compuestos fluorescentes estan unidos de forma
covalente a proteinas, mientras que sélo una pequefia parte se encuentran
en forma libre, lo que concuerda con los resultados obtenidos por Morales
y van Boekel (1997) en sistemas modelo de glucosa o lactosa/caseina
tratados térmicamente y por Ferrer et al. (2005b) en férmulas para

lactantes.

Se encuentran diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
entre los tres tipos de muestras (A, B y C), en los AGEs y la pentodil-
lisina libres y totales, excepto entre las muestras B y C para los valores
de pentodil-lisina libre. En todos los casos, los menores valores de
intensidad de fluorescencia corresponden a la muestra A (PCL sin miel ni
frutas). Si se tiene en cuenta que los tres tipos de muestras se han
sometido al mismo tratamiento térmico y que contienen leche de la misma
calidad y en la misma proporcion, las diferencias pueden atribuirse al

menor contenido de monosacaridos de la muestra A.

La pentodil-lisina puede formarse por la reaccion entre los
residuos de lisina de la caseina y el 4cido ascorbico (9.7 mg/100 g),
presentes en los tres tipos de muestras. Estas también contienen hierro
(1.1 mg/100 g) afiadido, que puede catalizar o favorecer la oxidacion del
acido ascorbico a dehidroascorbico y productos de degradacion (treosa),
con elevado poder glicante (Gliguem y Birlouez-Aragon, 2005; Birlouez-
Aragon et al., 1999; Leclere et al., 2002). En las muestras con miel (B) o
frutas (C), la pentodil-lisina puede también proceder de las pentosas

(arabinosa y xilosa) presentes.
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No se han encontrado trabajos sobre compuestos fluorescentes en
papillas infantiles con una composicion similar a las de este estudio, lo
que no permite comparar los resultados obtenidos con datos
bibliograficos. La formacion de compuestos fluorescentes se ha
monitorizado en el procesado de la leche y la fabricacion de formulas para
lactantes (Morales et al., 1996a; Birlouez-Aragon et al., 1998; Birlouez-
Aragon et al., 1999; Siegl et al., 2000; Birlouez-Aragon et al., 2001;
Leclére y Birlouez-Aragon, 2001; Leclere et al., 2002; Kulmyrzaev y
Dufour, 2002; Birlouez-Aragon et al., 2002; Birlouez-Aragon et al., 2004;
Gliguem y Birlouez-Aragon, 2005; Guan et al., 2005; Birlouez-Aragon et
al., 2005; Ferrer et al., 2005b), pero no es posible comparar los resultados
obtenidos en este estudio porque las temperaturas de procesado son
habitualmente mas elevadas que las de almacenamiento, se utilizan
longitudes de onda diferentes en la medicion y/o los resultados se

expresan en %IF respecto a patrones de distinta concentracion.

Efecto de la temperatura de almacenamiento

El ANOVA aplicado para evaluar el efecto de la temperatura de
almacenamiento sobre los contenidos de AGEs y pentodil-lisina libres y
totales muestra la existencia de diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) entre las tres temperaturas estudiadas, correspondiendo los %IF
mas altos a la temperatura mas elevada (37°C). Sin embargo, la
temperatura no influye en la formacion de AGEs libres y totales en
férmulas para lactantes almacenadas durante 9-24 meses a 20 y 37°C

Ferrer et al. (2005b).
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En los AGEs y la pentodil-lisina, libres y totales, se observa una
interaccion entre la temperatura de almacenamiento y el tipo de muestra,
es decir, el efecto de la temperatura sobre los compuestos fluorescentes
depende del tipo de papilla (figura 23). El mayor incremento de
fluorescencia corresponde a la muestra B para un aumento de temperatura
de 30 a 37°C, y sdlo puede justificarse por los monosacaridos que aporta
la miel a esta papilla. En las tres muestras se observa que los AGEs y la
pentodil-lisina evolucionan de forma similar con la temperatura (paralela,

pero a distinto % de IF).

Efecto del tiempo de almacenamiento

Durante el almacenamiento aumentan de forma gradual los AGEs
y la pentodil-lisina libres y totales (cuadros 25, 26, 27 y 28). Los de % IF
mas altos corresponden a la temperatura de 37°C, lo que concuerda con la
interaccion observada entre tiempo de almacenamiento y temperatura.
AGEs y pentodil-lisina evolucionan de forma similar a lo largo del

almacenamiento a 25, 30 y 37°C.

En los AGEs y pentodil-lisina libres y totales se encuentra
interaccion entre el tiempo de almacenamiento y el tipo de muestra
(figura 24): la formacion de los compuestos fluorescentes durante el
almacenamiento depende del tipo de PCL; pero no es posible atribuir a

una muestra concreta los mayores o menores valores.
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Figura 23. Compuestos fluorescentes. Interacciones temperatura de

almacenamiento - tipo de muestra.
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Figura 24. Compuestos fluorescentes. Interacciones tiempo de

almacenamiento - tipo de muestra.
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El tiempo de almacenamiento aumenta de forma estadisticamente
significativa (p<0.05) los valores de fluorescencia, al igual que ocurre en
formulas para lactantes almacenadas a 20 y 37°C durante 9 y 24 meses
(Ferrer et al. 2005b). Sin embargo, en leche de vaca y leche enriquecida
almacenadas a temperatura ambiente durante 4 meses, no se observa
practicamente desarrollo de los productos avanzados de la RM (Gliguem
y Birlouez-Aragon, 2005). Este resultado contrasta con los obtenidos en
este estudio, pues a 25°C a partir del primer mes ya se observa un
incremento significativo (p<0.05) de los compuestos fluorescentes
determinados; si bien, el aumento empieza a ser mas pronunciado a partir
del cuarto mes, corroborando el periodo de induccion en el desarrollo de
los compuestos fluorescentes descrito previamente (Morales y van

Boekel, 1997; Matiacevich y Buera, 2006).

Las correlaciones parciales entre AGEs libres y unidos a proteinas,
y entre pentodil-lisina libre y unida a proteinas, no son significativas, lo
que sugiere diferentes vias de formacion. Asi, los compuestos unidos a
proteinas no procederian de la polimerizacion de los compuestos libres, ni
¢éstos de la liberacion de los unidos a proteinas. En cambio, las
correlaciones totales entre AGEs libres y unidos a proteinas (r= 0.850), y
entre pentodil-lisina libre y unida a proteinas (= 0.873) son importantes.
Estos resultados son razonables si se considera que las variables aumentan

con el incremento del tiempo de almacenamiento.
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Dado el efecto significativo del tiempo de almacenamiento, la
temperatura y el tipo de muestra (ANOVA) en la formacion de
compuestos fluorescentes, se aplica una regresion multiple para
cuantificar el efecto de estos factores sobre la formacion de compuestos
fluorescentes. Las figuras 25 y 26 muestran los valores observados frente
a los predichos para AGEs y pentodil-lisina, libres y totales, y las
ecuaciones correspondientes. En todos los casos, la ecuacion explica un
porcentaje elevado de la variabilidad encontrada en la formacion de los
compuestos fluorescentes (R* = 85 y 96%, para AGEs libres y totales,
respectivamente; R = 88 y 95%, para pentodil-lisina libre y total,
respectivamente). El efecto mas importante sobre la formacién de los
compuestos fluorescentes es la interaccion de las variables

temperatura*mes.
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Figura 25. Valores observados frente a predichos para AGEs libres y

totales y ecuaciones de regresion multiple obtenidas.
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Figura 26. Valores observados frente a predichos para pentodil-lisina libre

y total y ecuaciones de regresion multiple obtenidas.
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4.3.3. Color

Los valores medios de L*, a* y b* y el incremento del color (AE*)
de las tres muestras (A, B, C) almacenadas a 25, 30 y 37°C durante 9

meses se muestran en el cuadro 29 y la figura 27, respectivamente.

La luminosidad (L*) disminuye al aumentar la temperatura y el
tiempo de almacenamiento, debido a la formacién de pigmentos pardos.
Por el contrario, los valores de a* y b* aumentan, lo que indica un
incremento en las caracteristicas rojas y amarillas del sistema (Calvo,
2004). La disminuciéon de L* y el aumento de a* y b* con el incremento
de la temperatura y tiempo de almacenamiento ya se han descrito

(Rampilli y Andreini, 1992; Rossi y Pompei, 1991).
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Cuadro 29. Valores medios (n=4) de los parametros de la medida del

color L*, a* y b* para las tres PCL analizadas.

A B C
Mes 25°C 30°C 37°C  25°C 30°C 37°C 25°C 30°C 37°C
L* 0 80.67 77.63 77.25
1 80.57 80.29 79.83 77.43 76.82 7631 77.61 77.57 76.81
2 80.36 79.77 79.10 77.22 76.80 76.01 77.66 77.27 76.66
4 79.95 79.02 78.32 76.66 7598 74.39 77.23 76.56 75.78
5 79.87 78.50 77.79 76.50 7492 73.70 76.93 76.08 75.10
6 79.54 78.12 76.97 76.16 74.66 73.20 76.76 75.69 74.71
7 78.38 76.64 75.34 7557 74.11 72.11 75.78 74.66 73.43
8 78.13 75.89 74.68 7530 73.04 7090 75.68 74.26 73.02
9 78.63 76.57 75.08 7520 72.89 71.71 76.22 75.17 73.42
a* 0 1.75 3.37 1.44
1 2775 296 3.37 425 4.67 5.19 2.54 273 3.33
2 2.86 3.39 4.09 444 486 5.33 251 283 3.64
4 2776 358 4.19 433 502 6.11 242 326 4.04
5 2770 370 4.28 415 572 6.13 243 3.62 4.19
6 2.89 392 484 483 591 6.93 250 3.71 4.49
7 2.88 4.06 5.05 415 524 6.51 249 374 4.57
8 311 4.65 5.62 462 6.00 7.32 278 424 523
9 321 4.67 545 5.19 6.06 7.08 3.00 389 5.19
b* 0 18.90 21.59 16.44
1 20.68 21.11 22.55 23.34 23.56 25.18 18.45 19.25 20.67
2 20.68 21.28 23.08 23.70 24.34 25.10 18.64 19.35 21.39
4 21.33 23.21 24.65 24.50 25.71 28.17 19.25 21.44 23.40
5 21.88 2396 25.53 25.10 26.56 29.55 19.54 22.48 24.23
6 21.68 23.80 2593 24.06 26.23 28.00 19.70 23.13 25.07
7 21.42 2476 26.70 23.92 26.33 28.64 19.52 23.07 24.96
8 21.44 2456 26.75 24.06 26.25 29.38 19.72 23.02 24.67
9 22.48 2572 2796 24.85 28.54 30.71 20.32 23.24 26.03
A: PCL

B: PCL con miel
C: PCL con frutas
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Figura 27. AE en las tres PCL analizadas.
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Se aplica a los valores de AE un ANOVA de tres factores y no se
encuentran diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) entre las
muestras A, B y C. En cambio, existen diferencias entre las tres
temperaturas (25, 30 y 37°C): el incremento de color es mayor cuanto
mayor es la temperatura (valores medios de 2.86, 5.16 y 7.28,a 25,30y
37°C, respectivamente). La evolucion de AE con el aumento de la
temperatura es similar en los tres tipos de muestra, y no se encuentra
interaccion entre temperatura y tipo de muestra. Durante el
almacenamiento, se observa un incremento gradual de AE, que depende
de la temperatura y del tipo de muestra (interacciones estadisticamente
significativas p<0.05 entre tiempo y temperatura y entre tiempo y tipo de

muestra), como puede verse en la figura 27 y 28, respectivamente.

Figura 28. Color AE. Interaccion tiempo de almacenamiento-tipo de

muestra.
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Se han descrito previamente aumentos de AE con la temperatura y
el tiempo de almacenamiento en leche semidesnatada sometida a un
tratamiento UHT indirecto, almacenada a 20°C y 32°C durante 90 dias
(Rampilli y Andreini, 1992); en papillas infantiles a base de arroz
almacenadas a 32°C y 55°C durante 12 meses (Ramirez-Jiménez et al.,
2003); y en formulas para lactantes almacenadas a 20°C y 37°C durante
24 meses (Ferrer et al., 2005b) y a 4, 20 y 38°C durante 18 meses (Rossiy
Pompei, 1991). Por el contrario, no se observa incremento a lo largo del
almacenamiento en una papilla infantil a base de arroz, maiz, soja y leche
en polvo (40%) almacenada a 32°C durante 12 meses (Ramirez-Jiménez

et al., 2004a).

Teniendo en cuenta el efecto significativo del tiempo de
almacenamiento y la temperatura (ANOVA), se aplica una regresion
multiple para cuantificar el efecto de estos factores (tiempo, temperatura
e interaccion tiempo*temperatura, 3 variables independientes) sobre AE
(variable dependiente). Se obtiene una regresion multiple para describir la
relacion que explica el 93% de la variabilidad. La figura 29 muestra los
valores observados frente a los predichos para el AE, y la ecuacion a la

que se ajusta el modelo.
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Figura 29. Valores observados frente a predichos para el AE y ecuacién

de regresion multiple obtenida.
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4.3.4. Relacion entre los indicadores de las distintas etapas de la RM

El analisis de regresion entre los contenidos de furosina (variable
independiente) y los AGEs fluorescentes o color (variables dependientes)
muestra que existe una relacion significativa (p<0.01) entre los
indicadores, ajustaindose a modelos lineales capaces de explicar un 72% y
un 57% de la variabilidad de AGEs fluorescentes y color, respectivamente

(cuadro 30).

En leche tratada térmicamente, se sefiala una relacion menos

satisfactoria entre furosina y compuestos fluorescentes de las etapas
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avanzadas de la RM (medidos a longitud de onda de excitacién y emision
de 350 y 440 nm, respectivamente) (*=0.69) (Birlouez-Aragon et al.,

1998), aunque se trata de un producto no almacenado.

Las correlaciones parciales entre furosina, AGEs fluorescentes y
color (cuadro 30) no son significativas; por tanto, no existe relacion
causa-efecto entre las variables, lo que sugeriria diferentes vias de
formacion de estos compuestos. En cambio, si se realizan correlaciones
totales, se encuentra una correlacion importante (r>0.755); lo que es
logico si se considera que las tres variables aumentan con el tiempo de

almacenamiento.

Cuadro 30. Regresion simple y correlaciones parciales entre los

indicadores de la reaccion de Maillard.

Regresion simple Correlaciones parciales
Furosina Furosina AGEs
fluorescentes
AGEs y =-23.85+ 10.06x 0.6124
fluorescentes (r=0.8510)
Color AE y =-6.04 + 0.83x -0.2925 0.5688
(r=0.7547)
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El desarrollo de la fluorescencia con el tiempo puede mostrar un
maximo, un aumento continuado o alcanzar un valor constante, segun las
condiciones (temperatura, pH y Aw) y los compuestos reaccionantes
(Matiacevich et al., 2005; Morales y van Boekel, 1997). En este trabajo,
se observa un aumento continuo de los compuestos fluorescentes con el
tiempo, lo que es de esperar en sistemas donde el desarrollo de la RM esta

favorecido, como las papillas analizadas.

Para explicar la formaciéon de compuestos fluorescentes y
coloreados se han propuesto diferentes esquemas de reaccidon. Los
fluoréforos podrian ser precursores de los pigmentos pardos o la
formacion de ambos podria ser paralela, dependiendo de las condiciones
de reaccion. En el caso de que las reacciones fueran consecutivas y la
formacién de los compuestos fluorescentes fuera limitante, éstos se
transformarian en pigmentos y no se acumularian, observandose una
disminucién de su contenido tras su formacion. Sin embargo, si las
reacciones fuesen consecutivas y la reaccion limitante fuese la formacion
de pigmentos a partir de compuestos fluorescentes, se acumularian los
compuestos fluorescentes. Esto también seria posible en el caso de
reacciones paralelas (Matiacevich et al., 2005; Matiacevich y Buera,
2006). Esta ultima opcidon parecer ser la que mejor se ajusta a los
resultados obtenidos, puesto que no se ha establecido una relacion causa-
efecto entre los compuestos fluorescentes y coloreados, sugiriendo

diferentes vias de formacion.
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4.4. CML

4.4.1. Optimizacion del proceso de preparacion de sistemas modelo

En el protocolo descrito por Berg et al. (1998), se propone
purificar el compuesto formado mediante una dialisis de la mezcla de
reaccion después de incubar la proteina (BSA) con el acido glioxilico y el
cianoborohidruro sodico. Se dializa durante 24 horas a 5°C empleando
tampodn fosfato salino (para mantener el pH) y azida sdédica (para evitar el

desarrollo de microorganismos).

En este trabajo, la didlisis se sustituye por un proceso de
ultrafiltracion a una velocidad de 5000 g y 25°C con filtros para
centrifuga (Centricon) con membrana de tamafio de poro de 10000
Daltons. Se filtra 1 mL de muestra durante 1 hora y 30 minutos; a
continuacion, se lava la muestra, 1-4 veces, con agua Milli-Q (1 mL), y
tras cada lavado se centrifuga (30 minutos). El contenido de CML se
determina en las mezclas de reaccion, antes y después del proceso de
ultrafiltracion (con y sin lavados posteriores) y se observa que la
presencia de reactivos en exceso no interfiere en la determinacion de la
CML, por lo que el proceso de ultrafiltracion resulta innecesario, lo que

reduce los costes de la determinacion analitica.

4.4.2. CML en sistemas modelo

Para conocer la influencia de la fuente proteica en el desarrollo de
la RM, se estudia la formacion de CML en sistemas modelo preparados

con distintas proteinas alimentarias (BSA, soja, caseina y gluten), acido
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glioxilico y cianoborohidruro sédico incubando a 37°C durante distintos
tiempos (0, 5 y 10 minutos, 24 y 48 horas). Como puede observarse en la
figura 30, la formacion de CML depende en gran medida de la naturaleza
de la proteina implicada en la reaccion. La proteina que proporciona
mayor cantidad de CML es la BSA, seguida de la soja, la caseina y el
gluten. Por tanto, en las proteinas con mayor nimero de residuos de
lisina, se forma mas CML. Ademas, de las proteinas estudiadas, el gluten
es la que presenta mayor nimero de puentes disulfuro en su estructura,

por lo que la accesibilidad a los restos de lisina sera menor (Cheftel et al.,

1989).

El tiempo de incubaciéon a 37°C con 4&cido glioxilico y
cianoborohidruro sodico necesario para la maxima formacion de CML en
los sistemas estudiados es de 24 horas en la BSA y en el gluten, y de 10
minutos en la soja. En la caseina, la cantidad de CML formada tras 48
horas de incubacion es mayor a la obtenida con tiempos mas cortos. En el
caso de la soja y el gluten, se observa una disminucion de la CML
después de incubar a 37°C durante 48 horas, lo que podria deberse a una
degradacion de este compuesto para dar lugar a compuestos de las etapas

finales de la RM.

El porcentaje de lisina modificada (68.7%) obtenido en el sistema
CML-caseina para un tiempo de incubacion con acido glioxilico y
cianoborohidruro sodico de 24 horas es del orden del mencionado por

Faist et al. (2001) empleando similares condiciones de carboximetilacion.
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Figura 30. Formacion de CML en sistemas modelo.
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La preparacion de CML-BSA muestra un porcentaje de residuos
de lisina modificados por formacion de CML (31%) similar a la obtenida
por Berg et al. (1998), para el mismo tiempo de incubacion (10 minutos).
El menor tiempo necesario para conseguir el mayor porcentaje de lisina
modificada por formacién de CML (44%) es de 24 horas. Este porcentaje
es inferior al 52% obtenido por Reddy et al. (1995) incubando 24 horas.

No se dispone de informacion bibliografica relativa a proteina de
soja o gluten carboximetiladas, por lo que no es posible comparar los

resultados obtenidos.
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4.4.3. Formacién de CML a partir de compuestos de Amadori

Algunos autores indican que la fructosil-lisina formada en las
etapas iniciales de la RM (compuesto de Amadori) y presente en las
muestras podria originar CML durante la hidrolisis 4cida, lo que
provocaria una sobreestimacion. Para evitar este error, se sugiere realizar
una reduccion con borohidruro sédico 1M, previa a la hidrolisis para
transformar la fructosil-lisina en hexitol-lisina, evitando la nueva
formacion de CML (Hartkopf et al., 1994; Hewedy et al., 1994; Drusch et
al., 1999; Faist et al., 2001).

Para comprobar si la hidrolisis de la fructosil-lisina origina CML,
se hidrolizan 2 mg de fructosil-lisina (obtenida segin el protocolo de
Finot y Mauron, 1969) con HCI 6N. Para ello se mezcla 1mL de patron de
fructosil-lisina de concentracion 2 mg/mL con 1 mL de DAP (patrén
interno) y 2 mL de HCI 12 N, siendo la concentracion final de fructosil-
lisina en el hidrolizado de 0.5 mg/mL. Se desgasifica 2 minutos con helio
y se calienta a 110°C durante 24 horas. A partir de la fructosil-lisina

hidrolizada no se detecta CML.

Se hidrolizan cantidades superiores de fructosil-lisina (1.6, 2.0 y
2.4 mg/mL), y se detecta un 0.5% de CML formada. Otros autores han
indicado que alrededor de un 3-5.5% de la fructosil-lisina origina CML,
pero realizan la hidrolisis con HC1 7.8N (Dunn et al., 1991; Hartkopf et
al., 1994).

Teniendo en cuenta la cantidad de muestra que se hidroliza en el

andlisis de CML (22 mg de proteina /4 mL HCI 6N) (ver apartado 3.4.1.
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de la parte experimental) y las concentraciones de fructosil-lisina
hidrolizadas con HCl 6N para detectar CML, en muestras hidrolizadas
con concentraciones inferiores a 90.9 mg de fructosil-lisina/g proteina no
se detectaria la CML formada a partir de ésta. Las PCL almacenadas 9
meses a 37°C contienen 10.8-13.1 mg fructosil-lisina/g proteina (calculo
realizado considerando la cantidad de furosina obtenida en las muestras y
sabiendo que un 46% de fructosil-lisina origina furosina tras la hidrdlisis
con HCI 8N), por lo que no se detectaria la CML formada a partir de la

fructosil-lisina.

A raiz de estas comprobaciones, en las muestras analizadas, no se
ha realizado reduccién previa con borohidruro, lo que simplifica bastante

el proceso.

4.4.4. CML en muestras de alimentos

En el cuadro 31, se indican los contenidos, expresados en mg/100
g de proteina de lisina, CML y LAL de los alimentos, analizados al menos

por duplicado.

Las PCL recién fabricadas no contienen ni CML ni LAL, pero en
muestras almacenadas a 37°C durante 9 meses se encuentran contenidos
de CML comprendidos entre 69.08-118.17 mg/100 g proteina (cuadro
31). Por tanto, la formacion de CML requiere un tiempo de
almacenamiento prolongado y/o una temperatura de almacenamiento
relativamente alta. Hartkopf et al. (1994) detectan CML en una papilla
infantil de cereales no almacenada, aunque se trata de contenidos muy

bajos (cuadro 32).
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Birlouez-Aragon et al. (2004), Fenaille et al. (2006) y Charissou et
al. (2007) determinan CML en foérmulas para lactantes (cuadro 32). Las
enriquecidas con miel tienen mayores contenidos de productos de
glicacion (Birlouez-Aragon et al., 2004), al igual que sucede en este

trabajo, donde se encuentra mayor contenido en la PCL B (con miel) que

en las PCL Ay C.

No se encuentra CML ni LAL en leche desnatada esterilizada,
leche evaporada, leche condensada, leche en polvo, batido de leche con

cacao UHT y pan.

Drusch et al. (1999) tampoco detectan CML en productos lacteos
pasteurizados o UHT (tratamiento 140°C, 6-8 segundos), y sugieren que
se requiere mayor temperatura o tiempo de calentamiento para su
formacion en cantidades detectables. Solo detectan el compuesto en una
muestra de leche esterilizada (de un total de 13 analizadas) (tratamiento
107-115°C, 20-40 minutos) y en una de leche en polvo (de un total de 5)
(cuadro 32). Determinan también CML en leche evaporada y batido de
cacao, pero en 1 de las 9 muestras de leche evaporada y en 2 de las 11
muestras de batido de cacao no se detecta el compuesto. En cambio,
Biiser et al. (1987), Hewedy et al. (1994) y Fenaille et al. (2006)
encuentran CML en leche UHT y Hartkopf et al. (1994) en leche

condensada (cuadro 32).

Charissou et al. (2007) detectan CML en productos a base de

cereales, como galletas, cereales de desayuno y pan tostado (cuadro 32).
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Cuadro 31. Lisina, CML y LAL, expresada en mg/100 g proteina, en los

alimentos analizados.

Lisina CML LAL
PCL A, 9 meses a37°C  4711.36+399.48 69.08+6.94 ND
PCL B (con miel), 5511.19£119.12  118.17+11.81 ND

9 meses a 37°C
PCL C (con frutas), 5663.09£698.24  102.27£2.58 ND

9 meses a 37°C

Huevos cocidos 30 min ~ 10504.01+£1038.12 226.50+17.76  21.10+2.54

Huevos cocidos 60 min 8693.74+76.56  233.76+12.45 67.70+6.34

Bebida de soja 1 8531.70+£1143.59  61.50£6.30 ND
Bebida de soja 2 7585.09+547.77  131.63%£2.08 ND
Preparado en polvo para  1119.16+33.45  440.4349.67 ND

elaborar crepes

ND: No detectado
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Cuadro 32. CML obtenida por distintos autores en distintos alimentos.

Autores Alimento CML
mg/100 g proteina
Biiser et al. (1987) Leche UHT 259
Hartkopf et al. Leche condensada 39.0
(1994) Papilla infantil de cereales 1.1
Hewedy et al. Leche UHT (142°C/ 32,60,128 seg) 2.6,9.9,12.1*
(1994) Leche UHT (148°C/ 16,32,128 seg) 1.1, 3.0,17.0%
Drusch et al. Leche esterilizada 343
(1999) Leche en polvo 7.1
Leche evaporada 49.9
Batido de cacao 15.7
Birlouez-Aragon Formulas para lactantes UHT 0.14
et al. (2004) Formulas para lactantes esterilizadas 0.17
Fenaille et al. Leche UHT 34
(2006) Formulas para lactantes en polvo 6.0
Foérmulas para lactantes liquidas 6.3
Charissou et al. Formulas para lactantes en polvo 0.9-1.2
(2007) Formulas para lactantes liquidas 0.5-2.5
Galletas 0.5-3.5
Cereales de desayuno 0.6-0.8
Pan tostado 0-1.3

" Calculado en base al contenido proteico en leche UHT (Souci, 2000).
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Solo se detecta LAL en huevos cocidos durante 30 y 60 minutos
(cuadro 31). Otros autores indican intervalos muy amplios para la LAL en

huevo, que incluyen los valores obtenidos en este trabajo (cuadro 33).

En otros estudios tampoco se ha detectado LAL en PCL con frutas
y vitaminas (D’Agostina et al., 2003) ni en leche en polvo (Damodaran,
2000), pero se han dado valores para leche evaporada (Damodaran, 2000),
leche UHT (Faist et al., 2000; Damodaran, 2000; Fenaille et al., 2006),
leche esterilizada (Faist et al., 2000), leches de crecimiento (D’Agostina
et al., 2003) y formulas para lactantes (Faist et al., 2000; D’ Agostina et al.
2003; Fenaille et al., 2006) (cuadro 33).

Existe gran variabilidad en los contenidos de CML y LAL en
alimentos obtenidos por distintos autores, lo que puede atribuirse a la
metodologia utilizada en la determinacion y/o a los tratamientos
tecnologicos a los que se haya sometido las muestras durante su

fabricacion.
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Cuadro 33. LAL obtenida por diferentes autores en distintos alimentos.

Autores Alimento LAL
mg/100 g proteina
Belitz y Grosch Clara de huevo cocida 30 min 37
(1985)
Damodaran Clara de huevo en polvo 16-182
(2000) Leche evaporada 59-86
Leche UHT 16-37
Faist et al. (2000) Leche UHT 4.9-18.6
Leche esterilizada 22.4-65.3
Foérmulas para lactantes liquidas 1.4-8.8
D’Agostina et al. Formulas para lactantes en polvo ND
(2003) Formulas para lactantes liquidas Trazas-39.0
Leches de crecimiento 9.8-51.4
Fenaille et al. Leche UHT 2.8
(2006) Formulas para lactantes en polvo 1.8
Foérmulas para lactantes liquidas 8.5

ND: No detectado

La pérdida de lisina de los alimentos puede producirse,

principalmente, por el desarrollo de la RM o por la formacion de uniones

de entrecruzamiento (Cross-links) originando LAL (D’Agostina et al.,

2003). La via que prevalece en el caso de alimentos ricos en proteinas,

pero con un bajo contenido en azucares reductores, es la formacion de

LAL, como se ha observado, por ejemplo, en queso (Pellegrino et al.,

1996); sin embargo, en alimentos ricos en proteinas y con un contenido

importante en azlcares reductores, como sucede en la leche y otros
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derivados lacteos, la RM es la via mas importante. Ademads, para la
formacién de LAL se requiere tratamientos térmicos severos. Por tanto,
para la evaluacion global de la calidad proteica durante el procesado o
almacenamiento de las PCL es de mayor interés utilizar la CML como
indicador de la pérdida de lisina que la LAL, e incluso es mas interesante
y de mayor especificidad la determinacion de la furosina, pardmetro
indicador de las etapas iniciales de la RM, descrito en el apartado 4.3.1.

de la tesis.
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CONCLUSIONES

De la optimizacion y validacion de los métodos de determinacion de

compuestos indicadores de la RM puede concluirse que:

1.

El método de determinacion de aminoédcidos por CLAR con detector
de fluorescencia, previa derivatizacion con AQC, es exacto,
reproducible y util para la determinacion de los aminoacidos,
incluyendo metionina y cisteina, de las PCL. Los limites de deteccion
y cuantificacion obtenidos son menores a los obtenidos con otros
derivatizantes.

Longitudes de onda de excitacion y de emision de 347 y 415 nm,
respectivamente, indicadas en la bibliografia para la medida de la
fluorescencia debida a AGEs fluorescentes en sistemas modelo, leche

y formulas para lactantes, son también adecuadas para las PCL.

La determinacion de AGEs y pentodil-lisina totales requiere una etapa
de incubacion previa de las PCL con 24 U de pronasa, a 25 °C,

durante 30 minutos, para liberarlos de sus uniones a proteinas.

La determinacion de CML por CG con deteccion FID, previa
derivatizacion con MTBSTFA, es exacta y reproducible y permite

medir simultaneamente CML, lisina y LAL en alimentos.
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la determinacién de aminoacidos en las PCL se deduce que:

El perfil aminoacidico de las tres PCL analizadas es similar al de la
leche, su principal componente.

Una racion de PCL (250 mL) contribuye de forma significativa al
cumplimiento de las RDA de aminoécidos esenciales y semiesenciales
de los lactantes (71-147%) y nifios de corta edad (87-170%).

El indice quimico estimado, utilizando la proteina de referencia de la
FAO/OMS (1985), de las PCL analizadas viene dado por el contenido

de triptéfano (aminoécido limitante).

estudio de la influencia del almacenamiento en la evolucién de la RM

as PCL se concluye que:

Los contenidos de furosina, los compuestos fluorescentes (AGEs
fluorescentes y pentodil-lisina), y el desarrollo de color aumentan de
forma gradual durante el almacenamiento de las PCL y con la
temperatura.

El porcentaje medio de lisina bloqueada durante el almacenamiento de
las PCL (6.4%) es menor al producido durante el procesado (10.3%),
aunque tiene importancia desde el punto de vista nutricional.

Dado el mayor contenido de furosina de las PCL con miel, cabe
sefialar que este ingrediente, si bien mejora las caracteristicas
organolépticas de las papillas, favorece el desarrollo de las primeras
etapas de la RM, hecho de especial importancia en este tipo de
alimentos, destinados a un grupo de poblaciéon con elevadas

necesidades nutricionales.



Conclusiones

10. El incremento mas pronunciado de compuestos fluorescentes a partir
del cuarto mes de almacenamiento sefala el final del periodo de
induccion en su desarrollo.

11. La mayoria de compuestos fluorescentes estan unidos de forma
covalente a proteinas, s6lo una pequena parte se encuentran en forma
libre. Las correlaciones entre ambos no son significativas, lo que
sugiere diferentes vias de formacion.

12. Los compuestos coloreados no varian por pequefios cambios en la
composicion de las muestras (como la presencia de miel en un 0.9% o
frutas 1.1%).

13. Las correlaciones parciales entre los indicadores de la RM estudiados
(furosina, compuestos fluorescentes y color) no son significativas, lo
que sugiere diferentes vias de formacion. Segin los resultados
obtenidos, la formacidon de compuestos fluorescentes y coloreados por

vias paralelas es la mayoritaria.
De la determinacion de CML en sistemas modelo y PCL se deduce que:

14. La formacion de CML depende en gran medida de la naturaleza de la
proteina implicada en la reaccion. En los sistemas modelo estudiados,
la proteina que proporciona mayor cantidad de CML formada es la
BSA, seguida de la soja, la caseina y el gluten.

15. El porcentaje de CML formado por hidrdlisis acida (HCl 6N) de

fructosil-lisina es del 0.5%.
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Conclusiones

16. En las PCL recién elaboradas no se detecta CML ni LAL. La primera
es detectable en muestras almacenadas durante 9 meses a 37°C, por lo
que la formacion de CML requiere un tiempo de almacenamiento
prolongado y/o una temperatura de almacenamiento relativamente

alta.
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