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DESCRIPCION
Método para producir un producto a base de leche
Campo de la invencién

La presente invencidn se refiere a un método para producir productos a base de leche. EI método proporciona
productos a base de leche con larga caducidad en los que se retienen buenas propiedades organolépticas.

Antecedentes de la invencion

El tratamiento de ultrapasteurizacién (UHT) es un procedimiento bien conocido en el campo de la leche para
proporcionar productos lacteos con caducidad prolongada a temperatura ambiental. El tratamiento UHT se lleva
a cabo normalmente a una temperatura de 135 °C o superior y en un periodo de tiempo de mas de 1 s. El
tratamiento con UHT destruye los microbios patdgenos y perjudiciales y sus esporas en la leche. Sin embargo, el
tratamiento UHT no inactiva necesariamente las enzimas incluidas en la leche que pueden estar presentes de
manera natural en la leche o derivadas de microbios. Un ejemplo de estas enzimas es una proteasa natural, es
decir plasmina, que provoca un sabor amargo a la leche. Por tanto, la plasmina tiene que estar suficientemente
inactivada para retener buenas propiedades organolépticas de la leche durante todo el periodo de venta. La
enzima plasmina es estable al calor y puede inactivarse sélo mediante un tratamiento térmico severo, tal como
por un tratamiento térmico prolongado. El tratamiento térmico prolongado tiene de nuevo un efecto adverso sobre
las propiedades organolépticas de la leche, teniendo la leche normalmente un fuerte sabor a cocido o incluso
quemado. Por tanto, la presencia de plasmina generalmente altera las propiedades organolépticas de un
producto lacteo, especialmente cuando se almacena a temperatura ambiental durante un periodo prolongado.

El documento WO 2010/085957 A1 da a conocer un método para producir productos lacteos con caducidad
larga, en el que la leche se somete a una separacién fisica de microorganismos y un tratamiento a alta
temperatura a 140 - 180 °C durante un periodo de como maximo 200 ms.

El documento WO 2012/010699 A1 da a conocer un método para producir productos lacteos con caducidad larga
con un contenido de lactosa reducido, en el que la leche con un contenido de lactosa reducido se somete a un
tratamiento a alta temperatura a 140 - 180 °C durante un periodo de como maximo 200 ms.

El documento WO 2009/000972 A1 da a conocer un procedimiento para producir productos lacteos bajos en
lactosa o sin lactosa que se conservan bien. En primer lugar, se separan las proteinas y los azlcares de la leche
en diferentes fracciones, y luego se someten a un tratamiento de ultrapasteurizacién por separado. Después del
tratamiento UHT, se recombinan las fracciones. Se ha informado de que puede inactivarse el sistema de enzima
plasmina y pueden evitarse reacciones de pardeamiento de Maillard, con lo que pueden evitarse defectos en el
sabor, color y estructura de los productos lacteos tratados con UHT.

Existe la necesidad de un procedimiento simple, eficiente y econdmico para preparar productos lacteos con
caducidad larga que tengan un sabor completamente perfecto.

Breve descripcion de la invencioén

No pertenece a la invencién, pero en el presente documento se da a conocer un método para producir un
producto a base de leche, que comprende las etapas de:

a) proporcionar una materia prima lactea;

b) alterar la razén de caseina con respecto a proteina total de la materia prima lactea hasta menos de
aproximadamente 0,80, o aproximadamente 0,70 o menos, o aproximadamente 0,60 o menos, o
aproximadamente 0,50 o menos, o aproximadamente 0,40 0 menos, o aproximadamente 0,20 o menos;

c) someter la materia prima lactea con la razén alterada de caseina con respecto a proteina total de la etapa b) a
un tratamiento térmico a la temperatura de al menos aproximadamente 150 °C, especificamente al menos
aproximadamente 155 °C, mas especificamente al menos aproximadamente 157 °C, durante un periodo de como
maximo aproximadamente 0,3 s;

d) enfriar la materia prima lactea sometida a tratamiento térmico de la etapa c) para proporcionar el producto a
base de leche.

La invencién es tal como se define en la reivindicaciéon 1.

La invencidn proporciona un método mediante el cual la actividad de enzima plasmina de la leche se disminuye
significativamente. El producto a base de leche preparado mediante el método tiene unas propiedades
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organolépticas perfectas y una caducidad prologada a temperaturas ambientales. El método de la invencion es
simple, eficiente y econdémico.

Se hallé sorprendentemente que la actividad de proteasas, es decir, enzima plasmina, de la leche se inactiva
alterando la proporcién natural de caseina con respecto contenido de proteina total en la leche de modo que se
aumenta el contenido de proteina suero de la leche con respecto a caseina. Aunque se aumenta el contenido de
proteina de suero de la leche del producto a base de leche, no se detectan defectos en las propiedades
organolépticas, tales como sabor a cocido.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 es un SDS-PAGE que muestra perfiles de proteinas de leche desnatada que tiene una razén de
caseina/proteina total nativa de 0,80 después del almacenamiento durante 50 dias a temperatura ambiente y a
<6 °C.

La figura 2 muestra el contenido de tirosina frente al tiempo de almacenamiento de leche desnatada sometida a
tratamiento térmico que tiene una razén de caseina/proteina total nativa de 0,80.

La figura 3 es un SDS-PAGE que muestra perfiles de proteinas de un producto a base de leche preparado
mediante un método de la presente invencion, y de un producto a base de leche de referencia después del
almacenamiento durante 50 dias.

La figura 4 muestra la protedlisis de productos a base de leche preparados mediante el método de la invencion
frente al tiempo de almacenamiento.

La figura 5 muestra la protedlisis de productos a base de leche preparados mediante el método de la invencion
frente al tiempo de almacenamiento.

Descripcién detallada de la invencioén

No pertenece a la invencién, pero en el presente documento se da a conocer un método para producir un
producto a base de leche, que comprende las etapas de:

a) proporcionar una materia prima lactea;

b) alterar la razén de caseina con respecto a proteina total de la materia prima lactea hasta menos de
aproximadamente 0,80, o aproximadamente 0,70 o menos, o aproximadamente 0,60 o menos, o
aproximadamente 0,50 o menos, o aproximadamente 0,40 0 menos, o0 aproximadamente 0,20 o menos;

c) someter la materia prima lactea con la razén alterada de caseina con respecto a proteina total de la etapa b) a
un tratamiento térmico a la temperatura de al menos aproximadamente 150 °C, especificamente al menos
aproximadamente 155 °C, mas especificamente al menos aproximadamente 157 °C, durante un periodo de como
maximo aproximadamente 0,3 s;

d) enfriar la materia prima lactea sometida a tratamiento térmico de la etapa c¢) para proporciona el producto a
base de leche.

La invencién es tal como se define en la reivindicaciéon 1.
En la presente invencién,

el término “materia prima lactea” puede ser leche como tal obtenida de un animal, tal como una vaca, oveja,
cabra, camello, yegua o cualquier otro animal que produzca leche adecuada para consumo humano, o cualquier
componente liquido derivado de la misma, tal como suero de la leche;

el término “suero de la leche” significa un liquido separado de la leche, en el que se retira una porcioén sustancial
de grasa de la leche y caseina, excepto en el contexto de “proteina de suero de la leche”. El término “proteina de
suero de la leche” tiene un significado explicito que es bien conocido por un experto en la técnica, y significa una
fraccion de proteina de leche que no precipita a un pH de 4,6. El término “suero de la leche” abarca suero de la
leche dulce y suero de la leche acido derivado de la fabricacion de queso o la fabricacién de caseina, y suero de
la leche ideal obtenido de diversas filtraciones con membrana de leche, tales como microfiltracién, ultrafiltracion,
nanofiltracién, ésmosis inversa, diafiltracién, cromatografia, cristalizacion o una combinacidon de los mismos.

La leche puede procesarse previamente segun se desee para ajustar el contenido de grasa y/o lactosa a un nivel
deseado. Por ejemplo, la materia prima lactea puede estandarizarse con respecto al contenido de grasa de una
manera generalmente conocida en la técnica. Ademas, la materia prima lactea puede pretratarse para disminuir
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suU carga microbiana de una manera generalmente conocida en la técnica. La eliminacién de microorganismos
patégenos y perjudiciales se lleva a cabo generalmente mediante separacién fisica tal como microfiltracion,
bactofugacion o una combinacidn de las mismas.

La materia prima lactea, opcionalmente estandarizada (grasa y/o lactosa) y/o pretratada para la eliminacién
microbiana (microfiltracién, bactofugacion), puede someterse a un termotratamiento antes de la alteracién de la
razon de caseina con respecto a proteina total. Los ejemplos de tratamientos térmicos adecuados incluyen
pasteurizacién, pasteurizacién alta o calentamiento a una temperatura inferior a la temperatura de pasteurizacién
durante un tiempo suficientemente largo. Especificamente puede mencionarse el tratamiento UHT (por ejemplo,
leche al menos a 138 °C, de 2 a 4 s), pasteurizacién alta (por ejemplo, leche a 130 °C, de 1 a 2 s), pasteurizacién
(por ejemplo, leche a 72 °C, 15 s), termizacion (por ejemplo, a 65 °C, de 2 s a 3 min). El termotratamiento puede
ser directo (de vapor a leche, de leche a vapor) o indirecto (intercambiador de calor de tubos, intercambiador de
calor de placas, intercambiador de calor de superficie raspada).

Si se desea, puede reducirse el contenido de lactosa de la materia prima lactea. En una realizacion, el contenido
de lactosa se reduce de manera enzimatica afiadiendo una lactasa a la materia prima. Pueden usarse las
lactasas usadas normalmente en la hidrdlisis de lactosa de la leche. El contenido de lactosa también puede
reducirse mediante otros medios adecuados generalmente conocidos en la técnica, tales como por medio de
filtracion por membrana, cromatografia, electrodialisis, cristalizacion, centrifugacion o precipitacion. Pueden
combinarse diversas técnicas de una manera apropiada. La materia prima baja en lactosa puede hidrolizarse
adicionalmente con lactosa para proporcionar una materia prima lactea sin lactosa.

En la presente invencién, la materia prima lactea puede ser, por tanto, por ejemplo, leche sin desnatar (entera),
nata, leche semidesnatada, leche desnatada, lactosuero, calostro, leche baja en lactosa, leche sin lactosa, leche
con reduccién de proteina de suero de la leche, leche con reduccion de Ca, leche reconstituida (recombinada) a
partir de leche en polvo, o una combinacién de los mismos como tal o como concentrado y pretratada tal como
se describié anteriormente, tal como sometida a tratamiento térmico.

En una realizacién, la materia prima lactea se deriva de leche bovina.
La materia prima lactea puede contener grasa y/o proteina de origen vegetal.

La razén de caseina con respecto a proteina total de la leche normal es normalmente de 0,80. Segun la
invencién, se proporciona una materia prima derivada de la leche en la que la caseina natural con respecto a
proteina total se altera hasta aproximadamente 0,70 o menos. En otra realizacién, la razén alterada es de
aproximadamente 0,60 o menos. En todavia otra realizacidn, la razén alterada es de aproximadamente 0,50 o
menos. En una realizacion adicional, la razén alterada es de aproximadamente 0,40 o menos. En una realizacién
todavia adicional, la razon alterada es de aproximadamente 0,20 o menos. Esta materia prima lactea con una
razon alterada de caseina con respecto a proteina total luego se somete a unas condiciones de tratamiento
térmico que son suficientemente severas para inactivar la actividad de enzima plasmina de la leche.

La materia prima lactea con la razén alterada de caseina/proteina total de aproximadamente 0,70 o menos
puede prepararse combinando diversos componentes y/o fracciones lacteos, incluyendo, pero sin limitarse a
leche desnatada, nata, un concentrado de proteina de leche, un concentrado de caseina y un concentrado de
proteina de suero de la leche, en proporciones adecuadas. La materia prima |actea también puede ser cualquier
componente lacteo o fraccién individual que tenga una razén alterada de caseina/proteina total de
aproximadamente 0,70 o menos. Los componentes y fracciones lacteos pueden estar disponibles como
productos comerciales o pueden prepararse mediante diversas técnicas de separacién, incluyendo, pero sin
limitarse a filtraciones por membrana, cromatografia, precipitacién, centrifugacion y evaporacion. El concentrado
de proteina de leche puede obtenerse de manera adecuada, por ejemplo, concentrando leche mediante
ultrafiltracion. Los concentrados de caseina y suero de la leche pueden obtenerse de manera adecuada, por
ejemplo, mediante un método en el que la proteina de suero de la leche y la caseina de la leche se separan
mediante microfiltracion para proporcionar un concentrado de caseina como retenido de microfiltracion y el
concentrado de proteina de suero de la leche como permeado de microfiltracidon. También pueden separarse la
caseina y la proteina de suero de la leche entre si mediante cromatografia. Los componentes lacteos y diversas
fracciones derivadas de la leche pueden proporcionarse en forma de liquida a polvo. Hay preparaciones de
caseina y proteina de suero de la leche que estan disponibles comercialmente y son adecuadas para su uso en
la presente invencion.

En una realizacion, la materia prima lactea con la razén alterada de caseina/proteina total de aproximadamente
0,70 o menos comprende un concentrado de proteina de suero de la leche, leche desnatada, nata y un
concentrado de proteina de leche.

En una realizacidon, el concentrado de proteina de suero de la leche se obtiene mediante un método que
comprende las etapas:
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i) someter la leche a microfiltracién (MF) para proporcionar un permeado de MF y un retenido de MF;

ii) someter el permeado de MF a ultrafiltracién (UF) para proporcionar un permeado de UF y el concentrado de
proteina de suero de la leche como retenido de UF.

El tamafio de poro de una membrana usada en la microfiltracidn para separar la caseina y la proteina de suero
de la leche de la leche es de aproximadamente 0,08 um.

La microfiltracion y ultrafiltracion pueden llevarse a cabo a temperaturas de desde aproximadamente 1 °C hasta
aproximadamente 55 °C. En una realizacion, la microfiltracién se lleva a cabo a de 10 °C a 15 °C. En una
realizacién, la ultrafiltracién se lleva a cabo a de 10 °C a 15 °C.

Puede usarse diafiltracién en la microfiltracion y ultrafiltracion para mejorar la separaciéon de la caseina y la
proteina de suero de la leche. En este contexto, diafiltracion significa un procedimiento de filtracidén en el que se
diluye un retenido con agua o un permeado y se vuelve a filtrar para reducir la concentracidon de componentes de
permeado solubles y para aumentar la concentracién de componentes retenidos. Diafiltracion también significa
un procedimiento de filtracién en el que se afiade agua o permeado a un material que va a alimentarse a una
filtracién.

Después de alterar la razdn de caseina con respecto a proteina total de la materia prima lactea, la materia prima
|actea se somete a un tratamiento térmico a una temperatura de al menos aproximadamente 150 °C durante un
periodo de como maximo aproximadamente 0,3 s. En una realizacién, el tratamiento térmico se realiza a una
temperatura de al menos aproximadamente 155 °C. En una realizacion, el tratamiento térmico se realiza a una
temperatura de al menos aproximadamente 157 °C.

En una realizacién, el tratamiento térmico se realiza durante un periodo de como maximo aproximadamente
0,2s. En otra realizacion, el tratamiento térmico se realiza durante un periodo de como méaximo
aproximadamente 0,1 s. En otra realizacién, el tratamiento térmico se realiza a una temperatura de al menos
aproximadamente 150 °C durante un periodo de como maximo aproximadamente 0,2 s. En todavia otra
realizacién, el tratamiento térmico se realiza a una temperatura de al menos de aproximadamente 155 °C durante
un periodo de como maximo aproximadamente 0,1 s. En una realizacién adicional, el tratamiento térmico se
realiza a 157 °C durante 0,1 s.

Después del tratamiento térmico, la materia prima lactea se enfria para proporcionar un producto a base de leche
listo para usar.

El producto a base de leche producido mediante el método de la invencién tiene una razén alterada de caseina
con respecto a proteina total. En una realizacion, la razdn alterada de caseina/proteina total es de
aproximadamente 0,70 o menos. En todavia otra realizacidn, la razén alterada es de aproximadamente 0,60 o
menos. En una realizacion adicional, la razén alterada es de aproximadamente 0,50 o menos. En una realizacién
todavia adicional, la razon alterada es de aproximadamente 0,40 o menos. En una realizacién todavia adicional,
la razén alterada es de aproximadamente 0,20 0 menos.

El contenido de grasa del producto a base de leche producido mediante el método de la invencién esta
normalmente en el intervalo del 0,05 al 10 %, especificamente del 1,0 al 3,0 %.

El contenido de proteina del producto a base de leche producido mediante el método de la invencion es de al
menos de aproximadamente el 0,9 %. En una realizacidn, el contenido de proteina es de aproximadamente el 0,9
a aproximadamente el 20 %. En otra realizacion, el contenido de proteina es de aproximadamente el 1,3 % a
aproximadamente el 10 %.

En una realizacion, el producto a base de leche tiene un contenido de proteina aumentado y una razén alterada
de caseina/proteina total. En una realizacién, el contenido de proteina del producto a base de leche es de hasta
aproximadamente el 20 %. En otra realizacién, el contenido de proteina es de hasta aproximadamente el 10 %.
En una realizacién, la razén de caseina/proteina total del producto a base de leche con contenido de proteina
aumentado es de aproximadamente 0,70. En otra realizacion, la razéon de caseina/proteina total es de
aproximadamente 0,40.

En una realizacion, el producto a base de leche tiene un contenido de proteina de aproximadamente el 3 % de
leche normal y la razén alterada de caseina/proteina total. En una realizacion, la razon de caseina/proteina total
del producto a base de leche con aproximadamente el 3 % de proteina es de aproximadamente 0,70. En otra
realizacion, la razoén de caseina/proteina total es de aproximadamente 0,50.

En una realizacion, el producto a base de leche tiene un contenido de proteina reducido y una razén alterada de
caseina/proteina total. En una realizacion, el contenido de proteina es de hasta aproximadamente el 0,9 %. En
otra realizacion, el contenido de proteina es de menos de aproximadamente el 3 % de leche normal. En una
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realizacion, la razén de caseina/proteina total del producto a base de leche con contenido de proteina reducido
es de aproximadamente 0,40. En otra realizacién, la razén de caseina/proteina total es de aproximadamente
0,20.

El producto a base de leche preparado mediante el método de la invencién incluye, pero no se limita a, bebidas
lacteas con contenido variado de grasa, proteinay lactosa, productos lacteos con contenido de proteina de suero
de la leche aumentado, y mezclas de los mismos, leche de inicio y alimentos infantiles con un contenido de
proteina total reducido. En una realizacion, el producto a base de leche es una leche de inicio. El contenido de
proteina de la leche de inicio esta normalmente en el intervalo de aproximadamente el 1 % a aproximadamente
el 1,5 %. En una realizacién, el contenido de proteina es de aproximadamente el 1,2 % a aproximadamente el
1,3 %. El contenido de caseina de la leche de inicio es normalmente de menos de aproximadamente el 50 % de
proteina total. En una realizacion, la leche de inicio preparada mediante el método de la invencién tiene un
contenido de proteina en el intervalo de aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 1,5 % y un contenido de
caseina de menos del 50 % de proteina total. En otra realizacién, la leche de inicio preparada mediante el
meétodo de la invencién tiene un contenido de proteina en el intervalo de aproximadamente el 1,2 % a
aproximadamente el 1,3 % y un contenido de caseina de menos del 50 % de proteina total.

En una realizacién, el método de la invencién comprende una etapa de hidrdlisis de lactosa. En una realizacion,
la lactosa se hidroliza antes del tratamiento térmico de la etapa c). En otra realizacién, la lactosa se hidroliza
después de la etapa c¢). En una realizacion adicional, la lactosa se hidroliza tanto antes como después de la
etapa c).

En una realizacién, el producto a base de leche es un producto bajo en lactosa que tiene un contenido de lactosa
de como maximo el 1 %. En otra realizacion, el producto a base de leche es un producto sin lactosa que tiene un
contenido de lactosa de como maximo el 0,01 %.

En una realizacion, el producto a base de leche preparado mediante el método de la invencién se envasa en
condiciones asépticas.

El método de la invencidon puede ser un procedimiento continuo o un procedimiento discontinuo.

El producto a base de leche preparado mediante el método de la invencién puede secarse hasta polvo o
procesarse adicionalmente hasta otros productos lacteos, incluyendo productos lacteos fermentados y agrios,
tales como yogur, leche fermentada, viili, nata fermentada, nata agria, quark, lactosuero, kéfir, chupitos de
bebidas lacteas y queso crema, o helado.

Los siguientes ejemplos se presentan para ilustracion adicional de la invencion sin limitar la invencién a los
mismos. En los ejemplos, se usaron los siguientes métodos de analisis:

Actividad de plasmina: método modificado de M. Korycka-Dahl. et al. (M. Korycka-Dahl, B. Ribadeau Dumas, N.
Chene, J. Martal: Plasmin activity in milk, Journal of Dairy Science, 14 (1983), pags. 704-711).

SDS-PAGE: segun Laemmli (1970) usando geles Criterion TGX Precast al 18 % (Bio-Rad, EE. UU.). Se tifieron
las bandas de proteina con azul brillante de Coomassie R-250 (Bio-Rad, EE. UU.) y se compararon con
marcadores de peso molecular (patrones Precision Plus Protein, Bio-Rad, EE. UU.). (Laemmli, U.K. Cleavage of
structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage T4, Nature 227 (1970) 680-685).

Proteina de suero de la leche nativa: Cromatografia de exclusion molecular modificada (Syvaoja, E.-L.,
Korhonen, H., Determination of colostral immunoglobulines by gel filtration chromatography, IDF Special issue
9404, International Dairy Federation, Bruselas (1994) 216-219). El contenido de proteina de suero de la leche
nativa ilustra la desnaturalizacion, es decir, los cambios quimicos, de la proteina de suero de la leche. Un
contenido alto de proteina de suero de la leche nativa indica un grado bajo de desnaturalizaciéon y cambios
quimicos menores de la proteina de suero de la leche.

Furosina: segun la norma de la IDF (IDF 193:2004(E)/ISO 18329:2004(E). Milk and milk products - Determination
of furosine content - lon-pair reverse-phase high-performance liquid chromatography method, 11 pags.). La
furosina describe los cambios quimicos provocados por el tratamiento térmico a la proteina. Cuanto mayor sea el
contenido de furosina cambios mas significativos se han producido en la proteina.

Equivalente de tirosina libre: tal como se describe por Matsubara et al. (Matsubara, H., Hagihara, B., Nakai, M.,
Komaki, T., Yonetani, T., Okunuki, K., Crystalline bacterial proteinase Il. General properties of crystalline
proteinase of Bacillus subtilis N’, J. Biochem. 45 (4) (1958) 251-258). El método de equivalente de tirosina libre
puede usarse para estudiar el nivel de protedlisis en el producto.

Todos los porcentajes en los ejemplos se proporcionan en una base en peso.
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Ejemplo 1. Separacién de la leche mediante filtraciones por membrana

Se sometié a ultrafiltracion Leche desnatada en un factor de concentracién volumétrico (VCR) de 3,7 a
aproximadamente 10 °C. La membrana usada en la ultrafiltracién era una Koch HKF 131 de Koch Membrane
Systems, Inc. La tabla 1 muestra las composiciones de leche desnatada y del concentrado de proteina de leche
obtenido, que es el retenido de ultrafiltracién.

Se sometié a microfiltracion la leche desnatada en un intervalo de temperatura de desde 10 °C hasta 15 °C a una
presién de menos de 1,5 bar para concentrar caseina en el retenido de microfiltracion. La membrana usada en la
microfiltraciéon fue una Synder FR de Synder Filtration, Inc. En primer lugar, se sometié a microfiltracién leche
desnatada en un factor de concentracién de aproximadamente 4. Luego se continué la microfiltracién por medio
de diafiltracion, en la que se afiadio agua del grifo al retenido de microfiltracion obtenido en una cantidad igual a
la del retenido obtenido. Se continud la microfiltracion hasta que se descargd una cantidad equivalente del
permeado obtenido, en comparacion con la cantidad de agua afiadida. Se repitié la etapa de diafiltracién dos
veces. Se combinaron los permeados obtenidos de las dos etapas de diafiltracion y se sometio a ultrafiltracién la
mezcla combinada en un intervalo de temperatura de desde 10 °C hasta 15 °C usando la membrana Koch HKF
131 para concentrar proteina de suero de la leche en el retenido de ultrafiltracion. Se continué la ultrafiltracion
hasta que se alcanzé un contenido de proteina del retenido del 9 %.

Se concentro el permeado de la ultrafiltracién mediante nanofiltracién (membranas Desal DK, temperatura de
filtracion de 10 °C) para concentrar lactosa en el retenido de nanofiltracién para proporcionar un contenido de
solidos totales (TS) de aproximadamente el 20 % del retenido.

Se concentré el permeado de nanofiltracidon obtenido mediante ésmosis inversa (membranas Filmtec RO y
temperatura de filtracion de aproximadamente 10 °C) para concentrar minerales en el retenido. Se continud la
filtracion hasta que el TS del retenido era de aproximadamente el 2,5 %.

La tabla 1 muestra las composiciones de las diversas fracciones obtenidas en la microfiltracion, ultrafiltracion,
nanofiltracion y 6smosis inversa anteriores. La tabla 1 muestra ademas la composicion de nata separada de la
leche desnatada.

Tabla 1
Leche Nata [Concentrado de |Fraccién Fraccion de |Fraccion Fraccion
desnatada proteina de leche |de caseina | proteina de | de lactosa |mineral
suero de la
leche
Grasa (%) <01 38 |02 0.1 <0,1 <0,1 <0,1
Proteina total (%) 35 2,0 (12,0 9,2 8,9 0,5 0,2
NPN* (%) 0,2 02 |02 <01 0,2 0,4 0,2
Proteina de suero|0,5 0,3 |1,9 0,5 6,9 <0,1 <0,1
de la leche (%)
Caseina (%) 2,8 1,5 19,8 8,7 1,7 <0,1 <0,1
Caseina/proteina 0,80 0,80 10,81 0,94 0,19 - -
total
Lactosa (%) 46 28 |42 0,6 2,7 18,0 0,4
Cenizas (%) 0,8 05 [16 0,88 0,5 1,0 2,1
Solidos totales (%) [9,0 43,3 118,1 11,4 12,4 20,0 2,5

* proteina sin nitrégeno
Ejemplo de referencia 2. Tratamientos térmicos de productos lacteos con una razén de caseina/proteina total
nativa de 0,80.

Se pasteurizé leche sin procesar a 72 °C durante 15 s. Después pasteurizacion, se separd la leche sin procesar
en nata y leche desnatada. Se sometié a tratamiento térmico la leche desnatada mediante infusién directa de
vapor (planta de infusion de vapor para UHT de SPX, Dinamarca). En la tabla 2 se ilustran las temperaturas y
periodos de tiempo usados en diversos Tratamientos térmicos.

Tabla 2

| |Temperatura (°C) | Periodo de tiempo (s)
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A|135 0,5
B 157 0,1
C|150 4

Se estudié la inactivacion de la enzima plasmina en productos lacteos tratados con diversos Tratamientos
térmicos. Se envasaron de manera aséptica los productos lacteos y se almacenaron a una temperatura fria (<6
°C) y a temperatura ambiente (aproximadamente 21 °C). Se determinaron los componentes basicos (proteina,
grasa, lactosa), furosina, plasmina, proteina de suero de la leche nativa (no desnaturalizada), SDS-PAGE y
equivalente de tirosina antes y después de los Tratamientos térmicos anteriores. En la tabla 3 se proporcionan
los resultados.

Tabla 3
Leche sin procesar (sin|Leche desnatada |A B C
tratamiento térmico) pasteurizada
Proteina total (%) 34 35 35 135 |35
Caseina (%) 2,7 2,8 2,8 12,8 [2,8
Caseina/proteina total 0,8 0,8 0,8 10,8 |0,8
Grasa (%) 42 <0,1 <0,11<0,1]<0,1
Lactosa (%) 46 46 46 |46 |46
Proteina de suero de la leche|0,60 0,54 0,3910,4610,15
nativa (%)
Furosina (mg/kg) 5 3 5 5 23
Plasmina (pmol/gh) 44 79 60 |55 |7

Los resultados de la tabla 3 muestran que las condiciones de pasteurizacién convencionales (72 °C, 15 s) no
fueron lo suficientemente eficaces como para inactivar la enzima plasmina de la leche desnatada. Tampoco las
condiciones de tratamiento térmico “A” ni “B” inactivan la enzima plasmina de la leche desnatada que tiene una
razén de caseina natural/proteina total de 0,80. Sdlo el tratamiento térmico “C”, es decir, 150 °C, 4 s, fue lo
suficientemente severo como para inactivar esencialmente la enzima plasmina de la leche desnhatada. Este
fendmeno también puede observarse en las figuras 1 y 2. La figura 1 es un SDS-PAGE de la leche desnatada
pasteurizada de la tabla 3. El carril 1 representa leche desnhatada pasteurizada que se somete a tratamiento
térmico segun el tratamiento térmico “B” y se almacena a temperatura ambiente durante 50 dias. El carril 2
representa la leche desnatada sometida a tratamiento térmico respectiva que se almacena a <6 °C durante 50
dias. Una porcién significativa de caseina del producto lacteo se divide en moléculas mas pequefias cuando se
almacena a temperatura ambiente durante 50 dias (carril 1).

Los resultados de la tabla 3 también muestran que la desnaturalizacion de la proteina de suero de la leche
(cantidad de proteina de suero de la leche nativa) en la leche B es baja en comparacion con el producto C, lo que
indica cambios quimicos menores en la leche debido al tratamiento térmico usado.

La figura 2 muestra el contenido de tirosina frente al tiempo de almacenamiento de la leche desnatada sometida
a tratamiento térmico. Puede observarse una protedlisis significativa de la leche desnatada sometida a
tratamiento térmico segun “B” y almacenada a una temperatura ambiental de 20 °C. No se indicé una protedlisis
notable de la leche desnatada sometida a tratamiento térmico segun “C” y almacenada a temperatura ambiente.

También pudo demostrarse un alto grado de protedlisis mediante el control del sabor. El producto lacteo después
de 50 dias de almacenamiento a temperatura ambiental, sometido a tratamiento térmico segun “B”, tenia un
sabor amargo fuerte.

El nivel de furosina en la leche C esta a un nivel significativamente mayor en comparacion con otros productos.
Esto indica que los cambios quimicos en el producto C son mas significativos debido al tratamiento térmico mas
severo.

Ejemplo 3. Productos lacteos de la invencion
Se prepararon productos lacteos con una razoén alterada de caseina/proteina total mediante un método de la

invencién. Se usaron las fracciones de filtracién por membrana obtenidas en el ejemplo 1 en la preparacién. En
la tabla 4 se ilustran las recetas y la composicion de los productos lacteos. La composicién del producto a base
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de leche de la invencion se calcula basandose en la composicion de las fracciones lacteas.

Tabla 4
Leche Nata [ Concentrado  de|Concentrado de|Agua|Producto a base
desnatada proteina de leche |proteina de suero de de leche de la

la leche invencion

Proporcién (%) 23,5 26 1310 39,5 3,4 100

Grasa (%) <0,1 38 0,2 <0,1 - 1,0

Proteina total (%) 35 2,0 12,0 8,9 - 8,1

NPN (%) 0,2 0,2 |02 0,2 - 0,2

Proteina de suero de|0,5 0,3 |19 6,9 - 3,6

la leche (%)

Caseina (%) 2,8 1,5 19,8 1,7 - 43

Caseina/proteina 0,80 0,80 |0,81 0,19 - 0,54

total

Lactosa (%) 46 28 42 2,7 - 3,5

Cenizas (%) 0,8 05 |16 0,5 - 0,88

Los componentes se combinaron y se mezclaron completamente. Se afiadido a la mezcla el 0,12 % (p/p) de una
enzima lactasa (Maxilact LGX5000 de DSM). Se dejo hidrolizar la mezcla durante 20 horas a 5 °C. Se dividié la
mezcla hidrolizada en dos lotes. Ambos lotes se sometieron a tratamiento térmico mediante infusidn directa de
vapor (planta de infusién de vapor para UHT de SPX, Dinamarca). Se sometié a tratamiento térmico el primer
lote a 135 °C durante 0,5 s (referencia). Se sometié a tratamiento térmico el segundo lote a 157 °C durante 0,1 s
segun la invencidén. Después de los Tratamientos térmicos, se envasaron de manera aséptica los lotes. Se
almacenaron los envases a temperatura ambiente y a aproximadamente 6 °C.

Se tomaron muestras de la mezcla hidrolizada antes del tratamiento térmico y de los dos lotes después del
tratamiento térmico. Se analizaron los contenidos de furosina, enzima plasmina y proteina de suero de la leche
nativa (no desnaturalizada) de los dos lotes. En la tabla 5 se muestran los resultados.

Tabla 5
Mezcla hidrolizada antes del tratamiento|135 °C, 0,5]|157 °C, 0,1
térmico s s
Proteina de suero de la leche nativa|3,63 2,08 1,78
(%)
Furosina (%) 9 14 23
Plasmina (pmol/gh) 15 7

Los resultados de la tabla 5 muestran que la actividad de plasmina de la mezcla hidrolizada sometida a
tratamiento térmico a 157 °C durante 0,1 s es significativamente menor que la del tratamiento térmico a 135 °C,
0,5s.

La figura 3 es un SDS-PAGE del producto a base de leche de la tabla 4. El carril 1 representa un producto a base
de leche que se somete a tratamiento térmico 157 °C durante 0,1 s y se almacena a temperatura ambiente
durante 50 dias (invencion). El carril 2 representa un producto a base de leche que se somete a tratamiento
térmico 157 °C durante 0,1 s y se almacena a 6 °C durante 50 dias (invencion). El carril 3 representa un producto
a base de leche que se somete a tratamiento térmico a 135 °C durante 0,5 s y se almacena a 6 °C durante 50
dias (referencia). La figura 3 muestra el resultado que es esperable de las actividades de plasmina mostradas en
la tabla 5. No se indicé protedlisis notable del producto a base de leche preparado mediante el método de la
invencién y almacenado a temperatura ambiente. La figura 3 ilustra ademas que el producto a base de leche
preparado mediante el método de la invencidon muestra una buena capacidad de conservacion a una temperatura
fria.

El contenido de furosina de ambos productos era relativamente bajo a pesar del alto contenido de proteina y la
hidrolisis de lactosa llevada a cabo antes del tratamiento térmico. Ambos factores conducen normalmente a un
contenido de furosina significativamente elevado.
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Ejemplo 4. Productos lacteos sin grasa con una razén alterada de caseina/proteina total y concentracion elevada
de proteina de la invencion

Se usaron las fracciones de filtracién por membrana obtenidas en el ejemplo 1 para la preparacién de productos
lacteos con proporcidn alterada de caseina con respecto a la proteina total segun el método de la invencion. Las
recetas A, By C, y las composiciones calculadas de los productos lacteos A, B y C, respectivamente, se ilustran
en las tablas 6 y 7, respectivamente.

Tabla 6
Componente Receta A|Receta B |Receta C
Leche desnatada (%) 93,9 86,3 450
Concentrado de proteina de suero de la leche (%) 6,1 13,7 31,0
Concentrado de caseina (%) - - 8,5
Retenido de Ol (%) - - 51
Agua (%) - _ 10,4
Tabla 7
Componente Producto A |Producto B |Producto C
Grasa (%) <0,1 <0,1 <0,1
Proteina total (%) 4,0 44 52
NPN (%) 0,2 0,2 0,2
Proteina de suero de la leche (%) (0,9 1,4 2,4
Caseina (%) 2,7 2,6 2,5
Caseina/proteina total 0,68 0,60 0,48
Lactosa (%) 45 4.4 31
Cenizas (%) 0,8 0,7 1,0

Los componentes se combinaron y se mezclaron completamente. Se sometieron a tratamiento térmico las
mezclas obtenidas mediante infusion directa de vapor (planta de infusién de vapor para UHT de SPX,
Dinamarca) a 157 °C durante 0,1 s segun la invencion. Después de calentarlos, se enfriaron los productos
lacteos y se envasaron de manera aséptica. Se almacenaron los envases a 6 °C y a temperatura ambiente.

En las tablas 8 y 9 se presentan |la cantidad de proteina total, proteinas de suero de la leche nativas, contenido
de furosina y actividad de plasmina en mezclas no calentadas y sometidas a tratamiento térmico,
respectivamente. Los resultados muestran claramente que la adicidn de proteinas de suero de la leche y la razén
disminuida de caseina con respecto a contenido de proteina total disminuyd significativamente la actividad de
plasmina de los productos lacteos después del tratamiento térmico. El contenido de furosina permanecié bajo en
productos lacteos después del tratamiento térmico.

Tabla 8. No calentadas

Producto A |Producto B |Producto C
Proteina total (%) 3,8 42 5,0
Proteina de suero de la leche (%) (0,9 1,4 2,4
Furosina (mg/kg) 5 7 7
Actividad de plasmina (umol/gh) |60,2 48,5 29,8

Tabla 9. Sometidas a tratamiento térmico

Producto A

Producto B

Producto C

Proteina total (%)

3,7

41

4,8

10
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Proteina de suero de la leche nativa (%) 0,7 1.1 1,7
Furosina (mg/kg) 6 7 11
Actividad de plasmina (umol/gh) 36,1 22,2 0,0

La cantidad de protedlisis durante el almacenamiento se evalud determinando el equivalente de tirosina de las
muestras. Los resultados se muestran en la figura 4. El aumento en el equivalente de tirosina disminuyé con la
disminucion de la razén de caseina con respecto a contenido de proteina total cuando las muestras se
almacenaron a temperatura ambiente. Durante el almacenamiento en frio, no pudo detectarse protedlisis
significativa porque el funcionamiento de la enzima plasmina es considerablemente mas débil a bajas
temperaturas en comparacion con a temperatura ambiente.

Las propiedades organolépticas de los productos lacteos A, B y C también se evaluaron por un panel entrenado
durante el almacenamiento. Se demostré que la calidad sensorial de la leche almacenada en frio permanecia
buena durante 7 semanas de almacenamiento. La calidad sensorial de los productos lacteos almacenados a
temperatura ambiente dependia de la razén de caseina con respecto a contenido total de proteinas. La calidad
sensorial del producto lacteo preparado usando la receta C permanecié buena durante 6 semanas de
almacenamiento. La calidad sensorial de los productos lacteos preparados usando las recetas Ay B permanecio
buena durante 5 semanas.

Ejemplo 5. Bebida de leche sin lactosa hidrolizada con contenido elevado de proteina de suero de la leche

Se produjeron dos productos lacteos a partir de las fracciones de filtracién por membrana obtenidas en el
ejemplo 1 seguln las recetas Ay B mostradas en la tabla 10.

Tabla 10
Receta A|Receta B
Fraccion de proteina de suero de la leche (%) 7,4 12,7
Fraccion de caseina (%) 9,9 59
Leche desnatada (%) 51,7 49,2
Nata (%) 3,9 3,9
Fraccion mineral (%) 7,6 8,0
Agua (%) 19,4 20,2
Enzima lactasa (%) 0,1 0,1
Total 100 100

Los componentes se combinaron y se mezclaron completamente. Se afiadié el 0,1 % (p/p) de una enzima
lactasa (Maxilact LGX5000 de DSM) a ambos productos A y B. Se permitid que los productos se hidrolizaran
durante 20 horas a 5 °C. Ambos lotes se sometieron a tratamiento térmico mediante infusidn directa de vapor
(planta de infusién de vapor para UHT de SPX, Dinamarca) a 157 °C durante 0,1 s segun la invencién. Después
de los Tratamientos térmicos, se envasaron de manera aséptica los lotes. Se almacenaron los envases a 21 °C
durante 66 dias. La leche semidesnatada de la tabla 12 Se sometié a tratamiento térmico de manera similar a los
productos Ay B.

En la tabla 11 se presentan las composiciones calculadas de los dos productos lacteos A y B. El contenido de
lactosa significa el de antes de la hidrolisis. Se analizé el contenido de lactosa de los productos lacteos
envasados, y la lactosa residual de los dos productos lacteos después de la hidrélisis fue <0,01 %.

Tabla 11
Producto A |Producto B
Grasa (%) 1,5 1,5
Proteina total (%) 3,5 3,5
NPN (%) 0,2 0,2
Proteina de suero de la leche (%) |0,9 1,2
Caseina (%) 2,5 2,2

11
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Caseina/proteina total 0,70 0,60
Lactosa (%) 2,8 2,8
Cenizas (%) 0,7 0,7

Se analizaron los contenidos de furosina, proteina de suero de la leche nativa, lactosa residual, caseina y NPN
de los productos lacteos envasados y se proporcionan en la tabla 12.

Tabla 12
Producto A |Producto B |Leche semidesnatada

Proteina total (%) 35 35 35

Proteina de suero de la leche nativa (%) [0,55 0,84 0,4

NPN (%) 0,2 0,3 0,2

Caseina 2,8 2,4 3,0

Furosina (mg/kg) 6 7 8

Lactosa (%) <0,01 <0,01 <0,01

Los cambios quimicos en la leche debido al tratamiento térmico son bajos.

La protedlisis de los productos lacteos Ay B durante la caducidad se describe en la figura 5. La protedlisis del
producto lacteo B es muy limitada durante la caducidad. La protedlisis del producto lacteo A avanzé mas
rapidamente, pero es todavia claramente inferior a la de la leche semidesnatada convencional.

Los productos lacteos A y B se compararon en sus propiedades organolépticas durante el tiempo de
almacenamiento. La leche semidesnatada se volvié amargo en 35 dias. El producto A se volvié amargo después
de 60 dias, mientras que el producto B no tenia sabor amargo después de un almacenamiento de 60 dias.

Ejemplo 6. Producto lacteo con concentracion de proteina y razén alterada de caseina/proteina total bajas de la
invencién

Las fracciones de filtracién por membrana obtenidas en el ejemplo 1 se usaron para la preparacion de producto
lacteo con una proporcion alterada de caseina con respecto a la proteina total segun el método de la invencion.
En las tablas 13 y 14 se ilustran la receta y la composicidn calculada del producto lacteo, respectivamente. La
composicidn es adecuada para su uso como leche de inicio.

Tabla 13
Componente Receta
Leche desnatada (%) 7,3
Nata (%) 53
Concentrado de proteina de suero de la leche (%) 10,3
Concentrado de lactosa (%) 7,4
Agua (%) 69,7
Tabla 14
Componente Producto A
Grasa (%) 2,0
Proteina total (%) 1,3
NPN (%) 0,1
Proteina de suero de la leche (%) (0,8
Caseina (%) 0,5
Caseina/proteina total 0,34

12
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Lactosa (%) 2,1
Cenizas (%) 0,2

Los componentes se combinaron y se mezclaron completamente. Se sometié a tratamiento térmico la mezcla
obtenida por infusion directa de vapor (planta de infusidon de vapor para UHT de SPX, Dinamarca) a 157 °C
durante 0,1s segun la invencién. Después de calentar, se enfrié el producto lacteo y se envas6é de manera
asépticamente. Los envases se almacenaron a 6 °C y a temperatura ambiente.

En las tablas 15 y 16 se presentan la cantidad de proteina total, proteina de suero de la leche, el contenido de
furosina y la actividad de plasmina en una mezcla no calentada y una sometida a tratamiento térmico,
respectivamente. Los resultados muestran claramente que la mezcla no calentada que tenia una baja razén de
caseina con respecto a contenido de proteina total tenia una actividad de plasmina muy baja. El producto
sometido a tratamiento térmico (157 °C, 0,1s) no tenia actividad de plasmina. El contenido de furosina
permanecio bajo en el producto lacteo después del tratamiento térmico y se produjo una desnaturalizacion de la
proteina de suero de la leche menor durante el tratamiento térmico. No se detectd protedlisis durante el
almacenamiento ni en frio ni a temperatura ambiental.

Tabla 15. No calentada

Producto A
Proteina total (%) 1,2

Proteina de suero de la leche (%) |0,7

Furosina (mg/kg) 4

Actividad de plasmina (umol/gh) |6

Tabla 16. Sometida a tratamiento térmico

Producto A
Proteina total (%) 1,2
Proteina de suero de la leche nativa (%) 0,6
Furosina (mg/kg) 6
Actividad de plasmina (pmol/gh) 0

Resultara obvio para un experto en la técnica que, a medida que la tecnologia avance, el concepto de la
invencién puede implementarse de diversas maneras. La invencién y sus realizaciones no se limitan a los
ejemplos descritos anteriormente, sino que pueden variar dentro del alcance de las reivindicaciones.

13
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REIVINDICACIONES
1. Método para producir un producto a base de leche, que comprende las etapas de:
a) proporcionar una materia prima lactea;

b) alterar la razén de caseina con respecto a proteina total de la materia prima lactea hasta aproximadamente
0,70 o0 menos, o aproximadamente 0,60 o menos, o aproximadamente 0,50 o menos, o aproximadamente 0,40 o
menos, o aproximadamente 0,20 0 menos;

c) someter la materia prima lactea con la razén alterada de caseina con respecto a proteina total de la etapa b) a
un tratamiento térmico a la temperatura de al menos aproximadamente 150 °C, especificamente al menos
aproximadamente 155 °C, mas especificamente al menos aproximadamente 157 °C, durante un periodo de como
maximo aproximadamente 0,3 s;

d) enfriar la materia prima lactea sometida a tratamiento térmico de la etapa c) para proporcionar el producto a
base de leche.

2. Método segun la reivindicacion 1, en el que el tratamiento térmico se realiza durante un periodo de como
maximo aproximadamente 0,2 s, especificamente como maximo aproximadamente 0,1 s.

3. Método segun la reivindicacion 1 6 2, en el que la materia prima lactea se selecciona del grupo que consiste
en leche entera, nata, leche semidesnatada, leche desnatada, leche ultrafiltrada, leche diafiltrada, leche
microfiltrada, leche sin lactosa o baja en lactosa, leche tratada con proteasa, leche recombinada de leche en
polvo, suero de la leche y una combinacién de los mismos.

4. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la materia prima lactea de la etapa
a) se somete a un termotratamiento antes de la etapa b), tal como pasteurizacién a 72 °C durante 15 s.

5. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la materia prima lactea con la razon
alterada de caseina con respecto a proteina total comprende un concentrado de proteina de suero de la leche,
leche desnatada, nata y un concentrado de proteina de leche.

6. Método segun la reivindicacion 5, en el que el concentrado de proteina de leche esta en forma de un retenido
de ultrafiltracion obtenido a partir de la ultrafiltracién de leche.

7. Método segun la reivindicacion 5, en el que el concentrado de proteina de suero de la leche se obtiene
mediante un método que comprende las etapas:

i) someter leche a microfiltraciéon (MF) para proporcionar un permeado de MF y un retenido de MF;

ii) someter el permeado de MF a ultrafiltracién (UF) para proporcionar un permeado de UF y el concentrado de
proteina de suero de la leche como retenido de UF.

8. Método segun la reivindicacién 7, en el que el tamafio de poro de la membrana de microfiltracion es de
aproximadamente 0,08 um.

9. Método segun la reivindicacion 7 u 8, en el que se realiza(n) microfiltracion y/o ultrafiltracion usando
diafiltracién.

10. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el contenido de proteina del
producto a base de leche es al menos de aproximadamente el 0,9 %, especificamente en el intervalo de
aproximadamente el 0,9 % a aproximadamente el 20 %, mas especificamente en el intervalo de
aproximadamente el 1,3 % a aproximadamente el 10 %.

11. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el producto a base de leche tiene
una razon de caseina con respecto a proteina total de aproximadamente 0,70 o menos, o aproximadamente 0,60
0 menos, o aproximadamente 0,50 o menos, o aproximadamente 0,40 o menos, o aproximadamente 0,20 o
menos.

12. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el producto a base de leche tiene
un contenido de proteina aumentado, especificamente hasta aproximadamente el 20 %, mas especificamente
hasta aproximadamente el 10 %, y una razdn alterada de caseina/proteina total, especificamente de
aproximadamente 0,70, mas especificamente de aproximadamente 0,40.

13. Método segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en el que el producto a base de leche tiene un

14
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contenido de proteina reducido, especificamente hasta aproximadamente el 0,9 %, mas especificamente menos
de aproximadamente el 3 %, y una razon alterada de caseina/proteina total, especificamente de
aproximadamente 0,40, mas especificamente de aproximadamente 0,20.

14. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores para preparar una leche de inicio.
15. Método segun la reivindicacién 14, en el que el contenido de proteina de la leche de inicio en el intervalo de
aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 1,5 %, especificamente de aproximadamente el 1,2 % a

aproximadamente el 1,3 %.

16. Método segun la reivindicaciéon 14 6 15, en el que el contenido de caseina de la leche de inicio es de menos
de aproximadamente el 50 % de proteina total.

17. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas una etapa de
hidrélisis de lactosa.

18. Método segun la reivindicacion 17, en el que la etapa de hidrélisis de lactosa se realiza antes de la etapa c)
y/o después de la etapa c).

15
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Fig. 3
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Protedlisis en las muestras almacenadas a temperatura ambienie
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