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INTRODUCCION

Actualmente, la produccion de alimentos suplementados con minerales es una estrategia
importante para prevenir carencias de cationes. La leche y los productos a base de leche
son buenos candidatos para el fortalecimiento mineral, no sélo debido a que es un alimento
de consumo masivo sino también por su alto valor alimenticio, por su efecto protector de la
digestién y de la absorcion y por los efectos positivos sobre el crecimiento (Lombardi y col.
2016). En la leche, el calcio y las caseinas se encuentran en equilibrio entre la fase micelar
(o coloidal), y la fase continua (o suero). En el suero, el calcio esta principalmente en forma
libre o asociado con citrato y, en menor medida, con fosfato inorganico, cloruro y a-
lactoalbumina. En la fase micelar, se presenta como fosfato de calcio coloidal unido a las
micelas de caseina (MC). La mayoria del calcio (70%) se localiza en esta fase (Koutina y
col. 2015). Este equilibrio depende de condiciones fisicoquimicas como temperatura, pH,
presencia de diferentes minerales o agentes quelantes, entre otros (Udabage y col. 2000). A
pesar de que la estructura interna de las MC es todavia un tema controversial, existe
consenso en considerar que la mayoria de las k-caseinas se encuentra presente sobre la
superficie de las micelas y forman una capa o “cepillo” extendiendo su porcién C-terminal
hacia el suero. Esta organizacién genera la conocida estabilizacion estérica (Dalgleish y
Corredig, 2012). El incremento de calcio en productos lacteos produce alteracion del
balance mineral natural de la leche, la modificaciéon de su estructura micelar y la pérdida de
estabilidad. Esto podria causar inconvenientes en las distintas etapas del procesamiento de
la leche y podria estar asociado al problema de produccion de sedimentos, de gelificacion
en las leches evaporadas o al aumento de viscosidad (conocido como “age-thickening”) que
suele ocurrir durante el almacenamiento (Bienvenue y col., 2003).

OBJETIVO

Se propone estudiar el efecto de la fortificacion de leches con sales de cloruro, lactato y
citrato de calcio, sobre las caracteristicas fisicoquimicas que afectan su estabilidad.

MATERIALES Y METODOS
Preparacion de las muestras

Para la preparacion de las leches se uso leche en polvo descremada (SanCor Cooperativas
Unidas Ltda., Sunchales, Argentina). Se prepararon por duplicado 500 g de dispersiones de
leche en polvo descremada con una concentracion de 10 % (p/p) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Se agreg6 azida sédica en una concentracion final de 0,02
% (p/p) para prevenir la degradacion microbiana. Las dispersiones asi formuladas se
mantuvieron a 25°C durante toda la noche. Luego, se fraccionaron en alicuotas de 100 g y
se adicion6 la cantidad necesaria de cloruro, lactato o citrato de calcio para alcanzar
concentraciones de 0, 5, 30, 50 y 100 mmol/kg de leche fluida, agitando en cada caso
durante 10 minutos. Finalizado este procedimiento las muestras se mantuvieron a 25°C
durante toda la noche para garantizar que se alcance el equilibrio iénico. Al siguiente dia se
centrifugaron alicuotas de las leches a 50.000 x g durante dos horas a 25°C para obtener en
el sobrenadante el suero libre de MC.
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Método de analisis

La concentracion proteica en leche y en suero se determiné por el método de Bradford, el
cual se basa en la medicion a 595 nm de la cantidad de colorante Coomassie Blue G-250,
en su forma anidnica (azul), unido a las proteinas (Kruger, 2002).

La concentracion de calcio en leche y en suero se determind mediante absorcién atémica
por llama de oxi-acetileno (USEPA, 1991). La concentracién de calcio micelar se determiné
por diferencia entre las concentraciones de calcio en leche y en suero.

Se analizé la naturaleza proteica del suero mediante la técnica PAGE-SDS discontinuo,
donde se utilizaron dos geles de poliacrilamida de resolucion y apilamiento con diferentes
concentraciones de acrilamida, composicion y pH. El gel de apilamiento (8 % (p/v) de
acrilamida, pH 6,8) se localiz6 en la parte superior del sistema formando los pocillos donde
se depositron las muestras. El gel de resolucién (12 % (p/v) de acrilamida, pH 8,8),
constituyd el gel por donde migraron y se separaron las proteinas generando un perfil de
banda electroforético. Dicho perfil varia de acuerdo al peso molecular (PM) de cada una de
las proteinas (Walker, 2002). Antes de ser utilizados en la corrida, los permeados de suero
se calentaron a 100°C durante 3 minutos en buffer de muestra con dodecil sulfato de sodio
(SDS), B-mercaptoetanol y azul de bromofenol. ElI B-mercaptoetanol reduce los puentes
disulfuro que confieren la estructura terciaria a las proteinas, mientras que el SDS es un
detergente aniénico que se une a las proteinas confiriéndoles carga neta constante
negativa. De esta manera, la separacion proteica se realizé por diferencia de PM.

Analisis estadistico

Se realizdé un analisis estadistico del efecto del agregado de las distintas sales de calcio
sobre los pardmetros analizados mediante andlisis de varianza utilizando el programa
Statgraphics (Statgraphics Inc., Rockville, MD, USA). Cuando se detectaron diferencias
significativas entre tratamientos, se realizé una comparacién multiple de medias. El método
utilizado para discernir entre las medias es el procedimiento de las menores diferencias
significativas de Fisher (LSD).

RESULTADOS Y DISCUCIONES

La concentracién de proteina en leche fue de 32,9 g/l. Este resultado coincide con los
reportados por el fabricante en el rétulo del envase y es similar al valor reportado por otros
autores (Koutina y col., 2015; Walstra, 2006). La cantidad de proteina en suero de leche
cruda es de aproximadamente 6,3 g/kg de leche (Walstra, 2006), un 20% de la
concentracion total de proteinas (Williams y col., 2005). El valor de la concentracién de
proteinas en suero (Tabla 1) de las leches sin agregado de sales de calcio resultaron
inferiores a los esperados. Esto puede deberse al tratamiento térmico sufrido durante la
produccion de la leche en polvo, que provoca una desnaturalizacion parcial de las proteinas
del suero generandose adherencia a la superficie de las MC (Koutina y col., 2015).

Tabla 1. Valores promedios de concentracién de proteina en suero de leche sin y con
agregado de sales de calcio.

Concentracion Proteina en suero (g/L)
final de la sal
agregada Cloruro de Calcio Lactato de Calcio Citrato de Calcio
(mmol/kg)
0 3,05h 3,05" 3,05"
5 2,759 2,42f 1,97Pcd
30 2,079¢ 2,03cde 1,95b¢
50 1,98Pcd 2,09¢ 1,89°
100 2,11¢ 2,11¢ 1,742

a-h: los promedios con letras diferentes son significativamente diferentes (p<0,05).



No obstante, los valores obtenidos son similares a los reportados por Koutina y col. (2015)
para este tipo de producto. Ademas, en la Tabla 1, puede observarse que la concentracion
proteica en el suero disminuye a medida que aumenta la concentracion de calcio agregado
para todas las muestras. Esta disminucion, al parecer, tendria un efecto mas marcado para
todas concentraciones de las muestras con agregado de citrato de calcio. Y se
corresponderia con lo observado en los electoforetogramas de la Figura 1 a, b y ¢ en los
cuales las fracciones electroforéticas correspondientes a las asi-, B- y k-caseinas y la -
lactoglobulina parecen disminuir su intensidad de banda a medida que aumenta la
concentracion de calcio para las tres sales utilizadas. En contraposicion, se observé que,
mientras la o-lactoalbimina aumenta con la concentracion de cloruro y lactado de calcio
agregado, en las muestras con agregado de citrato de calcio esta proteina disminuy6. De
este andlisis se podria inferir que el mecanismo de interaccién del calcio con las proteinas
de la leche seria diferente dependiendo el tipo de sal adicionada. No obstante, debido al
caracter semi-cuantitiativa de la técnica de PAGE-SDS, estas observaciones deberian ser
analizadas con mayor precision mediante técnicas cuantitativas mas confiables.
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Figura 1. Electroforetogramas de sueros de leche con agregado de: a) citrato de calcio, b) cloruro de
calcio y c) lactato de calcio. En los tres geles presentados los carriles 1 y 2: 0 mmol/kg, 3y 4: 5
mmol/kg, 5y 6: 30 mmol/kg, 7 y 8: 50 mmol/kg, 9 y 10: 100 mmol/kg de la correspondiente sal de

calcio.

Tabla 2. Valores promedios de concentracion de calcio en leche, suero y micelar para
leches sin y con agregado de la correspondiente sal de calcio.

Concentracién Calcio (mg/qg)
final de la sal
agregada Leche Suero MC
(mmol/kg)

Cloruro de calcio

0 1,012 0,312 0,702

5 1,172 0,42ab 0,752

30 1,94¢ 1,05¢ 0,89¢

50 2,61d 1,594 1,024

100 4,12¢ 3,22¢ 0,90¢
Lactato de calcio

0 1,012 0,312 0,702

5 1,082 0,382b 0,702

30 1,97¢ 0,94¢ 1,03¢

50 2,48 1,474 1,01d

100 4,13¢ 3,13¢ 1,00¢
Citrato de calcio

0 1,012 0,312 0,702

5 1,44 0,58 0,86°

30 4,88f 0,58 4,30f

50 6,819 0,61° 6,209

100 12,92h 0,620 12,30h

a-h: los promedios con letras diferentes son significativamente diferentes (p<0,05).



El valor obtenido de concentracion de calcio en leche (Tabla 2) sin agregados de sale
coincide con lo reportado para este alimento (Walstra, 2006). En las muestras de leches
fortificadas con las tres sales de calcio estudiadas, se observdé que la concentracion de
calcio en leche aumentd acorde a la cantidad de sal agregada y coincidié con lo reportado
por otros autores para concentraciones similares (Udabage y col., 2000). No se observaron
diferencias significativas entre las muestras de suero de las leches con 0 y 5 mmol/kg de
cloruro y lactato de calcio agregado, mientras que las muestras con 30, 50 y 100 mmol/kg de
las mismas sales agregadas presentaron valores significativamente mayores. La
concentracion del calcio micelar se corresponde con los resultados obtenidos en la fase
sérica coincidiendo a lo reportado por Williams y col., (2005). En consecuencia, para estas
dos sales, se podria inferir que parte del calcio adicionado logra incorporarse a la estructura
micelar validando lo propuesto por Philippe y col., (2003) quienes sugieren que las micelas
poseen la habilidad de incorporar cationes. Cabe destacar ademas, que no se observaron
diferencias significativas entre las muestras de suero de las leches con agregado de 5, 30,
50 y 100 mmol/kg de citrato de calcio. Sin embargo, se apreciaron diferencias significativas
entre las muestras sin agregado de citrato de calcio y todas las muestras a las que se les
adicionaron dicha sal. En tal sentido, se podria suponer que gran parte del citrato agregado
migra desde la fase sérica a la fase micelar (Philippe y col., 2003).

CONCLUSIONES

La fortificacion con cloruro, lactato y citrato de calcio altera el equilibrio i6nico natural de la
leche de maneras diferentes dependiendo de la sal utilizada modificando la estructura
proteica de la leche. Sin embargo, seria factible como modificacién tecnoldgica una adicion
de hasta 5 mmol/kg de cloruro, lactato y citrato de calcio, debido a que no se afecta en
forma significativa el balance mineral y, consecuentemente, la estabilidad coloidal.
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