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1. RESUMEN

La leche materna por su composicién tan completa en sus diferentes etapas
est4 adaptada a las necesidades fisiolégicas del nifio lactante. La principal
fuente de energia entre los componentes de la leche son los lipidos, ya que
proporcionan entre un 50 - 60 % de la misma.

Para la determinacién de 1lipidos en leche materna, almacenada en
congelacidén, el método de referencia es el de Folch Modificado por ser confiable
y exacto; sin embargo, &ste es largo ya que no se puede trabajar mis de cuatro
muestras en duplicado por dia, ademds utiliza solventes tdxicos tales como el
cloruro de metileno, metanol absoluto y su costo es elevado, por lo que no se
puede trabajar un nGmero grande de muestras.

El presente trabajo tuvo como objetivo elegir un método alternativo para
la cuantificacién de lipidos en leche materna. Se ccompararon cuatro métodos,
Babcock modificado, enzimidtico, y crematocrito contra el de Folch. El método
que proporciond resultados comparables con el de Folch modificado fue el
enzimético. El método enzimdtico se caracterizd con detalle para poder ser
utilizado en investigaciones posteriores con leche materna.

lLos métodos de Babcock modificado y el crematocrito resultaron ser
inespecificos, sobreestimando por lo general el contenido de grasa en leche, por
lo que se descartaron como métodos alternativos.

Al final, se recomienda la utilizacién del método enzimdtico ya que sus
resultados son comparables con los de Folch. RAdemas tiene las ventajas de

que

no requiere solventes orgédnicos y permite analizar mayor niimero de muestras.




2. INTRODUCCION

Durante los dltimos afios, 1la lactancia materna tiene mayor importancia
debido a que se evidencia su proteccién inmunolégica y su papel alimentario
insustituible para el neonato e infante. La leche materna contiene compuestos
biolégicamente activos (células, enzimas, factores de crecimiento,
inmunoglobulinas y otros) que son de gran beneficio para el desarrollo normal del
neonato, constituyéndose en la mejor fuente de nutrientes para el lactante (1).

La compoeicién de la leche incluye macronutrientes, entre los que pueden
mencionarse las proteinas, los carbohidratos como la lactosa, y la porcién
lipidica. Esta dltima constituye la mayor fuente de energia (50-60%) para el
lactante (Anexo 1) (1,2).

El propbésito de este trabajo de investigacién fue identificar vy
caracterizar un método sencillo, r&pido, eficaz, vilido y econémico que permita
determinar con precisién el porcentaje de lipidos en la leche materna. Se
compararon cuatro métodos: Enzimatico, Babcock modificado, y Crematocrito contra
el de Folch modificado.

Se utilizé el método de Folch como el de referencia ya que éste se
recomienda por su confiabilidad y exactitud; sin embargo, éste tiene el
inconveniente de ser largo y no permite trabajar un nimero grande de muestras.
Ademéas, utiliza solventes tdxicos. Por lo tanto, fue necesario buscar un
método alternativo que requiera menos tiempo para su realizacién, y sea
aplicable a un nimero mayor de muestras, Yy que ademds posea similar exactitud

y confiabilidad que el método de Folch.




3. ANTECEDENTES
3.1 Generalidades

La leche materna constituye la mejor fuente de nutrientes y el alimento
natural preferido para el ser humano durante los primeros meses de vida. La
leche favorece el crecimiento y desarrollo Sptimos del nifio. La.lactancia
exclusiva es suficiente para satisfacer las necesidades nutricionales del
lactante durante los primeros seis meses de vida. La leche materna, debido a
su composicién proteinica, factores inmunolégicos y su buena tolerancia, es
recomendable para la alimentacién de nifios prematuros (3~8).

Por otro lado, la relacidn gque existe entre madre e hijo, cuando se da la
lactancia exclusiva, ayuda a establecer lazos afectivos con el nifio, lo que
incrementa la estabilidad emocional del mismo (9,10).

La lactancia natural, para el nifio a término, sano y normal, no presenta
ninguna desventaja, siempre que el suministro de leche materna sea la necesaria
y la dieta de la madre contenga las suficientes proteinas y vitaminas. En raras
ocasiones, la leche puede contener alérgenos a los que el nifio se sensibilice,
en tales casos, se debe descubrir el alérgeno y retirarlo de la dieta materna
(11).

La léche humana posee la composicidén adecuada para el organismo al que esta
destinada y es, a la vez, el alimento mds higiénico, ya que pasa directamente
del pecho materno a la boca del nifio. Ademis siempre estid disponible a 1la
temperatura adecuada. El nifio que se alimenta con leche materna tiene mis
probabilidades de sobrevivir en un entorno socioecondémico desfavorable o en malas
condiciones sanitarias (12).

La leche materna contiene anticuerpos antibacterianos y antiviricos, con
concentraciones relativamente altas de IgA secretora, lo que impide la adherencia
‘de los microorganismos a la mucosa intestinal del nifio lactante. Los anticuerpos

de la leche humana pueden inhibir el crecimiento de los virus de las paperas y

la gripe (12).
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Los anticuerpos ingeridos con el calostro humano pueden conferir inmunidad
local al tubo digestivo contra los microorganismos que penetran por esa via. Los
macr6fagos que suele llevar el calostro y la leche humana pueden sintetizar el
complemento, la lisozima y la lactoferrina (proteina lactea portadora del hierro

gque normalmente estd saturada de hierro en una tercera parte) que inhibe el

crecimiento de Escherichia coli en el intestino. También sintetizan la lipasa
estimulada por las sales biliares que destruye Giardia lamblia y Entamoeba
histolytica (11, 12).
3.2 Composicién de la leche materna

La composicidén de la ieche varia seglin el estadio de la lactancia. Estos
cambios son tan p;onunciados que las leches se han clasificado en tres tipos:
- Calostro: es la primer leche secretada por la madre y dura

aproximadamente del primero al quinto dia después del parto;

- Leche transicional: es el segundo tipo de leche que se produce mas

o mencs desde el sexto dia hasta el décimoguinto dia después del

parto; y
- Leche madura: es la que le sigue a la transicional y ocurre

aproximadamente desde el décimoquinto dia hasta el destete (13).

El calostro contiene mayor porcentaje de proteinas, calcio y otros
minerales, y menos de carbohidratos y grasas que en estadios posteriores de la
lactancia. En el calostro, las concentraciones de tiamina (10 pg/L) y vitamina
B6 son bajas, mientras que los niveles de riboflavina, folatos y niacina son mas
altos que en los tipos de leche méds madura (11,14).

El aporte de proteinas de la leche materna al nifio es de 1.0-1.5%. Las
proteinas que se encuentran en la leche materna se clasifican como caseinas y
proteinas séricas. Las caseinas son fosfoproteinas y estédn lnicamente en la
leche. Las proteinas séricas son la alfa-lactoglobulina y 1la lactalbdmina
{(proteina que inhibe la multiplicacidén de bacterias siderofilicas, mediante la
competencia con estos microorganismos por el hierro). La leche humana contiene
alrededor del 60% de proteinas séricas, principalmente alfa-lactoglobulina y

lactalbGmina y un 40% de caseina. Otras proteinas son IgA secretora y otras
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inmunoglobulinas, Beta-lactoglobulina, lisczima y otras enzimas, hormonas y
factores del crecimiento (14-16).

El principal carbohidrato en la leche materna es la lactosa, un disacérido
compuesto de una molécula de galactosa unida por un enlace beta glucosidico a la
glucosa (14-16).

También existen otros carbohidratos; entre los que se encuentran
oligosaciridos, glicopéptidos, y los factores Bifidus. Algunos de éstos, a pesar
de sus concentraciones bajas, tienen actividades protectoras como los azlcares
que contienen nitrdégeno en su estructura gque promueven el crecimiento de
Lactobacillus. Esta bacteria es dominante en el tracto intestinal bajo,
protegiendo contra la colonizacidén de bacterias patdgenas mediante la secrecidn
de compuestos orgénicos inhibitorios como el &cido acético (14).

En la leche también se encuentran minerales, entre los cuales estén
macronutrientes (calcio, fésforo, magnesio, potasio, sodio, cloruro y
sulfuro) y elementos traza (hierro, cobre, cinc, manganeso, selenio, fluor,
yodo, cromo, cobalto) (14).

El contenido de yodo y vitaminas depende de la dieta diaria de la madre,
ya que si el consumo es bajo los niveles también seran bajos y viceversa. La
vitamina A se encuentra principalmente en forma de ésteres de retinol (96%).
Alrededor del 83% del contenido total de vitamina E es alfa-tocoferol, pero
también esté&n presentes pequeiias cantidades de beta, gamma y sigma-tocoferoles
(14).

Los niveles de vitamina C en la leche son de ocho a diez veces mayor que
las concentraciones de la misma en el plasma. Si la ingesta diaria de vitamina

C de la madre es igual o excede a 100 mg, los niveles de ésta en la leche serén

de 50 a 60 mg/L (14).
3.3 Lipidos

Parte de la grasa de la leche proviene de los lipidos de la sangre. Una
cantidad de los &cidos grasos de los alimentos pasan directamente a la leche y
modifican en parte su sabor y su composicidén. Las grasas de depdsito de la madre

pasan también a la leche durante el ayuno; sin embargo, la glé&ndula mamaria
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tiende a proporcionar especificidad a la grasa de la leche. La mama forma &cidos
grasos a partir del acetato (15).

Al aumentar la ingesta de grasa por encima de un gramo por kilogramo de
peso al dia, su concentracién en la leche no aumenta; pero si se disminuye la
ingestidn, se produce un descenso en la concentracidén de grasa en la leche
(16).

La leche materna forma una emulsidén perfecta, lo que asegura gue un volumen
de leche dado al nifio tendrd la misma cantidad de nutrientes en todo su
contenido. Los lipidos se encuentran dispersos como glébulos emulsificados
compuestos en su mayoria de triacilgliceroles, colesterilésteres y otros lipidos.

Las sustancias bipolares como las proteinas, fosfolipidos y colesterol
estabilizan la emulsién (17-21).

La lipasa y la temperatura pueden afectar la estabilidad de los gldébulos
de grasa y por lo tanto la emulsidén perfecta. La lipasa estd presente en
cantidades suficientes para hidrolizar toda la grasa en la leche, por lo que
destruye la capa lipidica. En la leche materna almacenada a -70°C no se produce
ningdn tipo de lipdlisis. Se ha comprobado que la lipdlisis ocurre cuando la
leche es almacenada a temperaturas mayores de -20°C, y que a +4°C por cuatro dias
se incrementa la peroxidacién lipidica (17,19,21).

La grasa de la leche tiene componentes especificos que son esenciales para
el desarrollo normal del cerebro (mielinacién), funcidén retinal y proteccidn

contra infecciones del lactante (22,23).

3.3.1 Factores que afectan el contenido total de lipidos:

El contenido de grasa o fraccidén lipidica de la leche materna
es muy variable, ya que en el calostro su concentracidén es de 2.9%,
en la leche transicional de 3.6% y en la leche madura de 3.8%. E1
contenido total de grasa en una muestra de leche madura puede variar
entre individuos de 2 a 10 gramos por decilitro (17,20,24-27).

Los niveles adiposos de la madre afectan el contenido lipidico
de la leche, ya que entre mayores sean éstos, mayor cantidad de

grasa aparecerd su leche. La leche de una madre primeriza tiene un




25% mis de grasa que la leche de una madre multipara (entre cuatro
o mas partos) (13,28).
3.3.2 Clases de lipidos:

En la leche materna se encuentran principalmente los
siguientes lipidos: triacilgliceroles, 1los cuales representan la
mayor proporcién (98%), seguidos por los fosfolipidos (1.0-1.3%) y
en menor concentracidén el colesterol (0.3%-0.4%) y trazas de otros
lipidos (5,17,26,29,30).

3.3.2.1 Triacilgliceroles y otros acilgliceroles

Los triacilgliceroles son insolubles en agua Yy son
transportados en el cuerpo en forma de emulsiones, lipoproteinas y
como Aacidos grasos iibres. Son solubles en solventes no polares,
como hexano, dietiléter y cloroformo; mezclas de estos solventes
con metanol o etanol se utilizan para extraer lipidos de sus
fuentes.

La estructura de los triacilgliceroles es importante porque es
uno de los factores claves que controla la absorcidn intestinal de
los lipidos de la leche. Los triacilgliceroles de la leche son
hidrolizados por las lipasas bucal, géstrica y pancredtica. En la
leche materna, la lipasa estimulada por las sales biliares es muy
activa en el intestino del nifio lactante.

En ésta porcién de lipidos se encuentran los &cidos grasos
insaturados de cadena larga (13,18,26,29-31).

Las trazas de los diacilgliceroles, monoacilgliceroles vy
&cidos grasos libres, que son productos de la lipdlisis, son
lipidos bipolares, que aparecen en la leche humana. Estos lipidos
pueden provenir de pequefias cantidades que permanecen desde 1la
biosintesis o, principalmente, de 1la accién de 1las enzimas
lipoliticas (lipasas) que hidrolizan los triacilgliceroles a &cidos

grasos libres y monoacilgliceroles (13,17,18,26,29,31).




Algunos de los &cidos grasos libres y monoacilgliceroles
formados durante la lipflisis de las grasas en el estémago y en el
intestino delgado son altamente microbicidas, constituyendo uno de
los mecanismos de defensa mis importantes para el nifio. El efecto
microbicida es un potente mecanismo de defensa en nifios lactantes,
particularmente ayuda a controlar la diarrea causada por Giardia

lamblia y otros microorganismos (26,28,29).

3.3.2.2 Fosfolipidos

Los fosfolipidos son sustancias bipolares, por lo que una de
sus funciones es ser emulsificantes y estabilizadores de 1los
glébulos de grasa en la leche. Ademds, é&stos son una fuente de
dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga. Estos lipidos
constituyen otro mecanismo de defensa de la leche materna, ésto
explica en parte porque en logs nifios amamantados la incidencia y
severidad de la diarrea es menor que en los no amamantados. Entre
los fosfolipidos que se encuentran en la leche materna estén:
Esfingomielina (38.9 %), Fofatildilcolina (27.5 %),
Fosfatidiletanolamina (19.9 §%), Fosfatidilserina (8.4 %),
Fosfatidilinogitol (5.3 %), Ganglidsidos (11 %), y trazas de

Lisofosfatidilcolina, Fosfatidiletanolamina, Ceramidas Y

Cerebrésidos (13,28-30).

3.3.2.3 Esteroles

3.4

Dentro del grupo de los esteroles el que se encuentra en mayor
porcentaje es el colesterol. RAproximadamente el 15% de éste esté en
forma de éster. También se ha encontrado demosterol. El colesterol
es un precursor de las hormonas sexuales, &cidos biliares y vitamina
D-3 (13,29,30).

Técnicas de muestreo para obtencién de leche materna:

Existen dos tipos principales de técnicas para recolectar la 1leche:

Extraccién y Goteo
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- Extraccidén: ésta técnica puede ser de tipo mecdnico o manual. Si es del
tipo mecénico, se realiza con la ayuda de una bomba manual o eléctrica

para succionar el contenido total de leche de uno o ambos pechos. Si es

del tipo manual, se consigue con dos movimientos, en primer lugar, se

comprime con las manos toda la glandula, empezando por la base y

continuando hasta la aréola. Al presionar firmemente durante toda la

maniobra, se impulsa la leche hacia los conductos galactéforos. Con el

segundo movimiento se vacian los senos: se sujeta la mama con una mano y

con el indice y el pulgar de la otra mano se comprime repetidamente el

tejido situado por detras de la aréola (11,27).

- Goteo: éste consiste en la coleccidn de leche que gotea del pecho opuesto

al que el nifio utiliza durante el tiempo que estad mamando. (1,27).

De acuerdo a la técnica utilizada, la composicibén de la leche varia.

La leche materna que se colecta con el método de goteo tiene menos
contenido de grasa que con el de extraccidén, ya que no se ejerce ninguna fuerza
externa que permita extraer involuntariamente el total de leche y, por lo tanto,
de grasa acumulada en el pecho de la madre. El método por extraccién manual no
siempre rinde muestras reproducibles. La extraccidén mecédnica utiliza una bomba
eléctrica, facilita la medicidén del volumen de leche y se obtienen muestras
representativas (1,32-34).

Para determinar mejor el contenido de grasa de leches almacenadas es
recomendable la homogenizacién de éstas por un tratamiento ultrasénico. Dicho
procedimiento es rapido y eficiente, ademis es recomendable congelar las muestras
a temperaturas menores o iguales a -20°C para evitar la aegradacién de la grasa
(35). |
3.5 Metodologias para la determinacidn de lipidos:

Existen varias técnicas para la determinacién ae iipidQS en leche materna.
Entre ellas estén: Folch modificado (se extraen grasés tﬁtales mediante 1la
adicién de cloruro de metileno, un solvente t6xico), Lipidos totales (hace uso.
de solventes corrosivos como el &cido fosférico conceﬁtrado para extraer la

grasa), crematocrito {la grasa se separa de los componentes hidrosolubles de la
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leche mediante centrifugacidén, la porcidn lipidica se determina con un vernier),
Roese-Gottlieb (éste método con respecto al de Folch modificado, extrae muy poca
cantidad de fosfolipidos), Babcock (€ste separa la grasa de la leche por el calor
que genera la adicidén de acido sulfirico), Babcock modificado (utiliza el mismo
principio que el de Babcock con la diferencia que aqui ya no se hace uso de &cido
~ sulfirico sino que a la leche se le agrega una solucidn de Trit6nX-100, que al
igual que el &cido sulfGrico cambia las tensiones superficiales de los liquidos
de la leche separando las grasas de la misma), enzimitico (determina la cantidad
de NADH formado del glicerol proveniente de los triacilglicerores, con lo que
gse estima la concentracidén de triacilgliceroles presentes) (13,17,30,36).

A continuacidn se describen los métodos que se compararan en éste estudio.
Las ecuaciones necesarias para hacer los cdlculos se presentan en los anexos.

3.5.1 Método de Folch modificado '

Este método determina grasas totales extraidas con cloruro de metileno.
Es un método bastante especifico y confiable, ya que permite eliminar
componentes que podrian intefferir con la determinacién de las grasas.

La técnica consiste en agregar cloruro de metileno, metanol y cloruro de
sodio a la leche. Se forman tres capas bien definidas. La capa metandlica
(fraccén de metanol + compuestos polares), que se encuentra en la parte
superior, la capa blanca que es la capa proteinica y se encuentra en la fase
intermedia, y la capa lipidica en el fondo del tubo en el cloruro de metileno.

Al extracto obtenido (porcién lipidica), se le afiade sulfato de sodio
anhidro en polvo, para absorber cualquier particula de agua que se haya
transferido a la capa de cloruro de metileno. Se evapora el cloruro de metileno,

con el fin de dejar en seco la porcidén lipidica. La determinacién se hace por

peso.

' Terasawa Y. Within-day variability in lipid cmncentrations of human mitk. Nutr Departament. UC Davis. Unpublished document.
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3.5.2 Método Babcock modificado ?

Este método determina grasas totales y se basa en el poder que tiene la
combinacién del Tritén X-100 y el hexametafosfato de sodio en bajar la tensién
superficial de los liquidos. La separacién de la grasa es por medios fisicos
ayudada por el calentamiento de la muestra en bafio de agua.

3.5.3 Método enzimitico ?

En este método, los triacilgliceroles se hidrolizan a glicerol y &cidos
grasos por el efecto de saponificacién alcalina. Luego, los &cidos grasos se
precipitan utilizando una solucién de sulfato de magnesio, dejando al glicerol
en solucidén. El glicerol libre se fosforila por medio de la glicerogquinasa (EC
2.7.1.30). Finalmente, el glicerol-fosfato se oxida a gliceraldehido-3-fogfato,
con la reduccién acoplada de NAD+ a NADH, mediante la reaccién catalizada por
la glicerol-fogfato deshidrogenasa (EC 1.1.1.8).

La cantidad de NADH formado, es equivalente a la cantidad de glicerol
presente y ésta es proporcional a la cantidad de los triacilgliceroles. Las

lecturas se realizan a 340 nm, que es la longitud de onda en donde se observa

la méxima absortividad del NADH.

3.5.4 Método Crematocrito

Este método de tamizaje. Este micrométodo se utiliza para la determinacidn
de grasas totales y contenido energético de la leche materna, vy se basa en la
centrifugacidn de la leche en una centrifuga de hematocrito, la grasa es separada
de los demas componentes por diferencia de densidades quedando la grasa en la
parte superior. A veces se observa una capa trasldcida de color amarillo con

aspecto de aceite. El porcentaje de crema o crematocrito se lee en un tubo

capilar de hematocrito (17,20).

1

AMétndo RB pars la determinaciGn del contenidn de grasa en ka crema. LUCAM. Miniderio de Salud Piblica y Asi ia Social de G . I Técnico.

3 Handelman G. Determination of triglyceride in milk: Alkaline hydrelysis followed by enzymatic measurement of glycerol. UC Berkeley. 1993. Unpublished Document.
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3.5.5 Validacidn y_caracterizacién de métodos analiticos *

Validacién de un método analitico puede entenderse como los procesos
mediante los cuales se establece, por medio de estudios de laboratorio,
satisfacen los requerimientos de la aplicacién analitica deseada.

Pardmetros analiticos que se utilizan en un ensayo de validacién:

(a) Respuesta del blanco

Este ensayo utiliza varias alicuotas de una misma matriz que no contenga

el analito de interés, por lo que la respuesta debe ser significativamente igual
a cero (Ver anexo 4).

(b) Precisién

La precisidén indica que tan bien se comporta el método bajo condiciones
diferentes de uso repetido. Es decir la variacidén de resultados de una misma

muestra. Tiene dos componentes: la variacidon aleatoria entre réplicas en un

mismo ensayo o corrida, llamada la variacidén intraensayo; y la variacién que

ocurre entre ensayos independientes, 1llamada variacidén entre ensayos. Para

evaluar la precisidn, se necesita usar muestras control. Un control es una
muestra con una concentracidén conocida del analito.

Un método sensible, vélido y reproducible es aquel que posee un error
analitico (Ver anexo 4) inferior al 5%, aungue en ocasiones uno que tiene un
error analitico del 10% puede ser aceptable.

(c) Sensibilidad

Es la minima concentracién del analito discriminable en el rango de
trabajo.

(d) Rango_analitico lineal

La Federacién Internacional de Quimica Clinica define el rango analitico
como "el rango de concentracidn u otra cantidad del analito en el espécimen sobre
el cual el método es aplicable sin modificacidén". Es importante establecer los
limites mdximo y minimos de cuantificacién, y el limite de deteccién.

El limite mdximo de cuantificacidén es aquella concentracidn a partir de la
cual la respuesta se desvia del comportamiento esperado segin la curva de

calibracién. El limite minimo de cuantificacidn es la concentracién mis baja en
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donde la respuesta tiene una variacién similar a los puntos intermedios de la
curva.

(e) Recuperacién
Es la razén de la cantidad recuperada a la cantidad agregada del analito
de interés y se expresa como porcentaje (ver anexo 4).

(f) Adicién de estindares

El método de adicién de esténdares se usa para evaluar si la matriz tiene
alguna clase de interferencia no especifica en el andlisis. El principio del
método es agregar a una misma matriz cantidades diferentes del analito y luego
determinarlo. En este ensayo también se puede evaluar la recuperacidn.

(g) Exactitud

Con éste término se define la cercania como el método establece 1la

concentracidn real del analito.

* Vos conceptos aguf expuestos fueron resumidos de un documento sobre caracterizacién y validacién de metodologfas ansliticas de quimica y bioquimica. Mazariegos D). y

Dary O., 1995,
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4. JUSTIFICACION

La leche materna es el alimento natural apropiado para el nifio, ya que

estd adaptada a las necesidades fisjolégicas del mismo. La leche posee varios

macronutrientes, dentro de los cuales se encuentran los lipidos, que bajo
condiciones normales son la fuente de energia mis importante (50 - 60%). Ademis,
ésta porcidn contiene &cidos grasos y vitaminas liposolubles esenciales para el
crecimiento y desarrollo normal del nifio (2,11).

Por las razones mencionadas anteriormente, la determinacién de lipidos en
la leche materna es rutinaria e indispensable en la investigacién nutricional.
De acuerdo a estudios realizados anteriormente, el método de Folch-modificado
es el de eleccidu para la cuantificacidn de lipidos, ya que sus resultados son
reproducibles, confiables y exactos. Sin embargo, este método requiere mucho
tiempo para su realizacidn, no se puede trabajar con un gran nimero de muestras,
y los solventes que utiliza son muy tdéxicos (20,37,38).

Un método que se utiliza para estimar con facilidad el contenido de lipidos
de la leche es el crematocrito, que segin Ferris y Jensen 1984 es un método que
correlaciona bien con el mé&todo de Folch modificado cuando se usa en leche
fresca. Sin embargo, este método tiene las desventajas de que no proporciona
datos confiables al analizar leches que han estado congeladas, ya que la lipasa
de la leche hidroliza los lipidos de la misma destruyendo la capa de crema y ésto
dificulta su lectura, produciendo resultados erréneos (17,20).

Debido a que en la mayoria de estudios que evalian contenido de grasa en
leche se hacen en muestras que se almacenan en congelacidn, el método utilizado
debe ser confiable, exacto, rapido, econdmico para muestras almacenadas en esta
forma. _

Con base en la informacidn expuesta anteriormente, 1la bisqueda de un
método para la determinacidn de lipidos en leche humana, que sea rdpido, exacto
y simple esti plenamente justificado. En este estudio se analizaron dos métodos
alternativos para reemplazar al método de Folch modificado, é&stos fueron el de

Babcock modificado, y el enzimdtico. Ademds, aungue no se habia contemplado en




1s

el protocolo se aprovechd para hacer determinaciones utilizando el método del
crematocrito. Entre los métodos mencionados se caracterizd con detalle el

enzimdtico, ya que sus resultados fueron mis comparables a los de Folch.
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5. OBJETIVOS

Comparar los métodos de Babcock modificado, y el enzimdtico contra
el método de Folch modificado como patrén de referencia, para la

determinanacién del contenido de lipidos en leche materna.

Validar el método alternativo al de Folch modificado que reproduzca

mejor sus resultados.

Comparar contra Folch modificado el método Crematocrito
y asi comprobar que éste no es confiable en la
determinacidén de lipidos en leche materna almacenada en

congelacidn.
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6. HIPOTESIS

Los métodos de Babcock modificado, Crematocrito y el
enzimidtico son comparables en cuanto validez, sensibilidad vy

- reproducibilidad al método de Folch modificado.
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7. MATERIALES Y METODOS

Universo de trabajo

Métodos de Folch modificado, Babcock modificado, Crematocrito,
Enziméatico, Y alicuotas de leche materna cuyo contenido
lipidico cubren el intervalo de concentraciones ésperadas en
poblaciones humanas. |

Recursos

Humanos

- Autora: Br. Karla Marlova Micheo Almengor

- MAsesora: Licda. BAna Carolina Martinez Castellanos

- Asesor: Dr. Omar Dary

Ingtitucionales

- Laboratorio Especializado de Quimica y Bioquimica del Instituto
de Nutricién de Centroamérica y Panamad (INCAP).

Fisicos

Materiales

Materiales de laboratorio

Bulbos de hule

- Espatula

- Frascos de pléstico y vidrio para almacenamiento de
reactivos

- Guantes desechables

-~ Masking-tape

- Papel aluminio

- Papel filtro (MSI, 10.0 micron, 90 mm, 10/PK)

- Papel parafinado

- Parafilm

- Pinzas

- Pipetas manuales de 10, 100, 1000 uL

- Platillos de aluminio para pesar (VWR Scientific)




7.2.3.1.2

7.2.3.1.3

-

Puntas para pipetas

Tapones de tefldn

Toalla de papel

Cristaleria

Balones aforados de 500 mL, 1000 mL
Beakers de 25 mL, 100 mL, y 250 mL
Botellas de Babcock para leche de 18 g
Celdas para espectrofotémetro de 1.0 mL
Embudos

Gradillas para tubos de ensayo .
Pipetas seroldgicas graduadas

Tubos de ensayo

Tubos de vidrio con tapén de rosca
Varilla de vidrio

Viales de vidrio de 8 mL con tapdn de rosca

Equipo

Agitador magnético

Agitador Vértex (Gente 2; modelo G-560)

Balanza analitica (Sartorius)

Bafio de agua a 35-37°C ( THELCO; modelo 83)

Blogque de calentamiento (Pierce)

Campana de extraccidn

Centrifuga (Internacional Centrifuge; modelo PR-2)
Céntrifuga Babcock (Garver Electrifuge; modelo 55)
Congelador a -20°C |
Crondmetro

Espectrofotémetro (Varian modelo 635)

Pipeteador automatico para pipetas graduadas

(Drummond)

Refrigeradora (Atlas)

Sonicador (Heat systems Co.)
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- Termbmetro (ASTM - 7C)
1.4 Reactivos

- Aogua destilada

Etanol absoluto (MERCK; p.a; 983.2500)

- KOH (MERCK; p.a; 5033.1000)

MgS0O, (MERCK; p.a; Art. 5886)

- Kit comercial de triglicéridos (SIGMA;Procedimiento

No.320-UV)

- Tritén X-100 (SIGMA; T-6878)

Metanol absoluto (BAKER ANALYZED; GR; 9070-03)

- Cloruro de Metileno (BAKER ANALYZED; GR; 9315-03)

NaCl (MERCK; p.a, 6404.1000)
- Sulfato de Sodio anhidro (Seeize-Hannover; p.a;
31481)
- Acetona (EM; Cas 67-641)

Procedimiento

Método de Folch modificado

- Pesar, rotular y anotar la tara de los platos de aluminio (manejar los
platos de aluminio con guantes desechables o pinzas, para evitar
depdsitos de grasa provenientes de las manos del operador).

- Colocar la muestra de leche a temperatura ambiente luego ponerla en bafio
de agua a 37°C por 15 minutos y meter la muestra en un bafio de ultrasonido
para homogenizar perfectamente.

- Mezclar la muestra de leche, pipetear 1 mL, pesar y depositar en un
tubo de ensayo de vidrio con tapén de rosca.

~ Trabajar en una campana de extraccién y usar guantes dobles (guantes
desechables y guantes gruesos de goma), afnadir 3 mL de metanol absoluto
(MeOH) y 6 mL de Cloruro de metileno (MeCl) a cada tubo. Mezclar con
vértex perfectamente y luego afiadir 6 mL de Cloruro de Sodib—O.?%,

mezclar nuevamente.

- Centrifugar las muestras a 3000 rpm por 10 minutos.
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- Transferir la capa del fondo con una pipeta pasteur de punta larga de
vidrio (fraccidén de MeCl + lipidos) de cada tubo a un segundo tubo con
tapén de rosca (usar la misma pipeta para cada muestra durante todo el
ensayo, para asi minimizar la adhesidn de la grasa dentro de la pipeta,
secidndola bien entre cada uno).
- Repetir la extraccién con 1.5 mL de MeOH y 6 mL de MeCl. Cenﬁrifugar a
3000 rpm por 10 minutos.
- Con una pipeta Pasteur de punta larga, transferir la capa del fondo de
cada muestra los tubos con tapdn de rosca en la que se colocé la primera
fraccién. Obtener 1la mayor cantidad posible de la capa del fondo
cuidadosamente gin agitar la fase proteinica, 1la que se localiza entre la
capa de cloruro de metileno y la fase acuosa.
- Afiadir de 3 a 5 gramos de sulfato de sodio anhidro (Na,SO,) en polvo a
los tubos con la porcidén lipidica.
~ Centrifugar a 3000 rpm por 5 minutos. Decantar a través de un filtro de

tefldén (10 pm) recibiendo la solucibén, sobre un plato de aluminio
previamente tarado.

Afladir 5 mL de MeCl a cada tubo que contenia la porcién lipidica.
Mezclar y luego centrifugar a 3000 rpm por 5 minutos. Decantar a través
del mismo filtro de tefldén y recibir la solucidén en el mismo plato de
aluminio.

- Dejar que el MeCl se evapore (dentro de una campana con extractor) en
los platos de aluminio por un dia (24 horas).

- Al transcurrir 24 horas, pesar los platos de aluminio que contienen 1la
porcién lipidica (manejarlos con guantes desechables).

~ La concentracién de grasa se calcula por diferencia de peso de los

platos de aluminio después y antes de recibirse la fraccidn lipidica (Ver

anexo 2).

- Para revisar los filtros, éstos deben lavarse con agua caliente

destilada abundante y dejarlos en alcohol.
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Método de Babcock modificado para cuantificacion de lipidos

~ Descongelar la muestra de leche a temperatura ambiente, luego ponerla en
bafio de agua a 37°C por 15 minutos.

- Colocar la muestra en un bafio de ultrasonido para homogenizarlas
perfectamente, agitar y pesar 8.8 mL de leche materna e inmediatamente
después, colocar en una botella Babcock de 9 g para leche dejéndola caer
libremente por la pared.

- Agregar 8.8 mL de solucién emulsificante de Triton X~100, agitar
cuidadosamente para no dar lugar a la formacién de espuma; poner en bafo
de agua en ebullicién durante 10 minutos, agitar con cuidado
ocasijionalmente.

- Agregar una solucién 1:1 de metanol/agua destilada hasta el cuello de la
botella y centrifugar por 5 minutos. La centrifuga debe de estar
previamente calentada a 38°C.

- Agregar una solucién 1:1 de metanol/agua hasta la marca superior de la
columna graduada de la botella de Babcock.

- Centrifugar de 5 a 10 minutos. Observar la separacién de las
fases.

- Leer inmediatamente con ayuda de un compas. Para obtener lecturas

constantes poner la botella en bafio de agua durante 5 minutos a 40°C y

efectuar tres lecturas con un compés (Ver anexo 2).

Método Enzimdtico

Descongelar las alicuotas a temperatura ambiente y luego ponerlas en

bafio de agua a 37°C por 15 minutos.

- Colocar la muestra en un bafio de ultrasonido para homogenizar

perfectamente. Agitar.

~ Afiadir en un vial de 8 mL, 0.25 g de leche, agregar 5.0 mL de etanol
absoluto y 0.25 mL de KOH al 30%. Tapar con tapones de tefldn cada tubo,
mezclar e incubar a 90°C por 30 minutos.

- Dejar enfriar. Transferir 1.0 mL de la solucidén anterior a un segundo

vial, y afiadir 5.0 mL de MgS0,0.15 M, agitar perfectamente y 1luego
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centrifugar 3500 rpm por 2 minutos.
- Transferir 0.15 mL del sobrenadante a un tubo de 7 X 1 cm o celda
espectrofotométrica. Agregar 0.75 mL del reactivo para determinar
Triglicéridos (Sigma), mezclar bien. Leer la absorbancia inicial a
340 nm
~-Afiadir 0.2 mL de gliceroquinasa y mezclar. Esperar alrededor de 10
minutos y leer nuevamente la absorbancia a 340 nm (absorbancia
final).
- Calcular el contenido de lipidos en la leche utilizando el coeficiente
de absortividad del NADH ( € = 6.22 X 10° cm.mol/L), el peso molecular
promedio de los &cidos grasos, y la diferencia de absorbancias después y
antes de afiadir la glicerolquinasa (Ver anexo 2).

Método Crematocrito

- Descongelar a temperatura ambiente las muestras de leche y luego
ponerlas en bano de agua a 37°C por 15 minutos.

- Colocar la muestra en un bafio de ultrasonido para Homogenizar
perfectamente. Agitar.

- Llenar manualmente con leche los capilares. Hacer duplicados para
cada muestra.

- Tapar un extremo del capilar con plasticina.

- Centrifugar por 15 minutos en una microcentrifuga.

- Leer inmediatamente con ayuda de un vernier y calcular 1la
concentracién de lipidos (Ver anexo 2).

Disefio experimental

Muestreo

Las muestras de leche se seleccionaron mediante el método de expresidén

mecénica y se almacenaron a -20°C. Cada muestra se dividié en tres alicuotas,

una para cada método, en tubos plasticos resistentes al congelamiento.

Para la identificacidén de las muestras con los valores deseados, se

determiné el contenido de grasa por el método de Folch en 46 muestras. De estas

muestras, se seleccionaron 35 muestras con resultados de grasa en 4 intervalos
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que cubrian todo el rango de grasa. Estos blogues fueron 1.4 - 2.2, 2.3 - 3.0,

3.1 - 3.8, 3.9 - >g/ 100g. Estadisticamente, el nimerc de muestras necesarias
para este estudio fue de 27 (Anexo 3).

El andlisis de muestras procedié al azar en cada método ensayado. Los

resultados de las determinaciones se agruparon en los bloques correspondientes

hasta terminados los andlisis.

7.4.2 Andlisis Estadistico

Los resultados se analizaron utilizando disefio de bloques completos para
cuatro tratamientos, en donde los tratamientos fueron los métodos a comparar.
Los bloques fueron los rangos de concentracidn de grasa en leche, realizindose
ocho réplicas por bloque a excepcidén del Gltimo bloque que se realizaron once
réplicas.

Se trabajaron por conveniencia todas las muestras por cada tratamiento
hasta terminar. Se aleatorizd el orden de procesamiento de las muestras en cada
método. En los cuatro métodos, se repitid el andlisis de aquellas muestras con
las que el valor de cada réplica se apartd del promedio en mds de dos veces el
coeficiente de variacidn del método. Estos coeficientes fueron 3.51% para el de
Folch modificado, 3.50% para el enzimatico, 4.24% para el de Babcock modificado,
y 3.25% para el crematocrito. Estos limites fueron las variaciones intrinsecas
determinados para cada uno de los métodos mencionados con base en el andlisis de
una misma muestra de leche.

Los datos se analizaron por correlacidén lineal por pares de todas las
posibles combinaciones de los cuatro métodos. Por medio de "t" de Student se
establecid si existian diferencias significativas de la pendiente diferente a
uno. Ademds, se hizo anidlisis de concordancia de los resultados de los cuatro
métodos, y también por "t" de Student se determindé si existian diferencias
significativas del sesgo diferente a cero (39).

7.5 Validacién del mejor método alternativo
Las propiedades analiticas del mejor método alternativo fueron

determinadas. Los parametros analizados fueron:
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(a) Respuesta del blanco

Se corrieron 10 alicuotas de solucidn salina con el propdésito de tener una
matriz sin lipidos. La respuesta debia ser significativamente igual a cero.
Despuée de la corrida de las alicuotas, la respuesta no fue cero por lo que se
obtuvo una respuesta media y su desviacidn estandar (Ver anexo 4).

(b) Precisidn

Para este ensayo, se utilizaron alicuotas de leche materna con todo su
contenido natural de lipidos. Se evaiué lo siguiente:

- Variacién intraensayo: Se seleccionaron alicuotas de leche materna a 3
niveles de concentracién que abarcaron el rango de trabajo y se analizaron 10
veces. La variacién se reportd en términos del coeficiente de variacién.

- Variacidén entre ensayos: Se tomaron las mismas tres alicuotas de leche
materna utilizadas para evaluar la variacién intraensayo y se analizaron en
triplicado en 10 corridas diferentes. La variacidén se reportd en términos del
coeficiente de variacién.

(c) Sensibilidad

Para estimar la sensibilidad, se utilizaron los limites de confianza al
95% de tres alicuotas de leche materna con concentraciones de grasa baja,
mediana y alta. El intervalo de confianza al 95% de cada punto determind la
concentracién minima diferenciable en estos tres niveles. Esta concentracién
diferenciable determina también el namero de cifras significativas con las que
se informa la concentracién estimada de grasa en las muestras.

(d) Rango analitico lineal

Una vez establecido que existia una relacidn proporcional entre 1la
concentracién de triglicéridos y la respuesta medible, los datos se ajustaron
a una ecuacidn. Para determinar la ecuacidn, ésta se calculd usando una muestra
de leche con concentracidén basal baja de grasa, Yy a la cual se agregaron
diferentes niveles de triglicéridos (Ver anexo 4).

Rdemids se elabord una grédfica en la cual se identificd lo siguiente: el

limite maximo de cuantificacién (limite superior de concentracidn; aquélla a

partir de la cual la respuesta se desvia del comportamiento esperado, limite

.Ei“nm(;;,:n (’," i L ‘. - ' ’ :

t #
-~
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minimo de cuantificacidn (ésta es la concentracién mds baja en donde la respuesta

tiene una variacién similar a los puntos intermedios de la curva); y el limite

de deteccidn tedrico: ésto es la concentracién estimada cuya respuesta es el

valor de la respuesta del blanco mé&s tres veces su desviacidn esténdar.

(e) Recuperacidn

Se determind por la técnica de adicién de estindares. Para ello, se
selecciond y analizd una leche con concentracién baja en grasa. Esta se dividid
en varias alicuotas y a cada una de ellas se le agregd estédndar de triglicéridos
para obtener diferentes niveles de las mismas. Se determindé el porcentaje de

recuperacidén para cada fraccidén (Ver anexo 4).
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8. RESULTADOS

Antes del andlisis de las muestras de leche, se estandarizaron los métodos
y se establecid el coeficiente de variacién mdximo para los duplicados, para
ello, una misma muestra de leche se analizé 20 veces con cada uno de los
métodos. Los coeficientes de variacidén encontrados fueron 3.51% para el método
de Folch modificado, 3.50% para el enzimatico, 4.24% para el de Babcock
modificado, vy 8.2% para el crematocrito. Por lo tanto, se repitieron todas
aguellas muestras de leche cuyos valores para cada réplica se apartéron mas de

dos coeficientes de variacién de su promedio.

En el método de Folch se determind la cantidad de residuo de grasas totales

que quedaba en el filtro para asegurar que no dejaba exceso de lipidos al

filtrarse encontrédndose 0.13%.

Los resultados de los contenidos de grasa de las muestras de leche

estimados con cada uno de los métodos aparecen en la Tabla 1.
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Tabla 1
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Para determinar la similitud entre métodos se realizaron anédlisis de
correlacién, y andlisis de concordancia entre parejas de los métodos.

Para comparar estadisticamente los métodos se utilizé una ten (95%, 35 -2= 33

grados de libertadad) = 2.036 y un intervalo de confianza al 95% (af2 = 0.025).

8.1 Folch modificado vrs. Babcock modificado

Al comparar los métodos de Folch y Babcock modificado se observdé que el
coeficiente de regresién (R) fue de 0.81 (Tabla 2 y Grdfica 1). Estos resultados
muestran que el método Babcock no tiene correlacién con respecto al método de
Folch. La pendiente no es igual a uno ya que su valor estd fuera de la regidén

de aceptacién (p < 0.05) (Tabla 8).. El andlisis de concordancia (Tabla 9 y

Grafica 7) afirmd esta conclusidn.

8.2 Folch modificado vrs..Crematocrito

En la tabla 3 y Grdfica 2 se compara el método Folch modificado contra el
de crematocrito. Se observa que la respuesta es semejante a la obtenida con el
método de Babcock modificado, obteniéndose un R = 0.82 en el andlisis de
correlacién. La pendiente no es igual a uno (p < 0.05) (Tabla 8). Para el
andlisis de concordancia (Tabla 9 y Grafica 8) se observé que el ICy, para el
sesgo no incluye al cero. Por lo que al igual que el caso anterior se rechazd

la hipétesis nula. Puede decirse entonces que el crematocrito tampoco se compara

con el método de Folch.

8.3 Folch modificado vrs. Enzimatico

La comparacidén del método de Folch contra el Enzimdtico dié un valor R de
0.99, lo que denota una excelente correlacién, y la cual fué consistente para
todos los rangos (Tabla 4 y Gridfica 3). Se concluye por lo tanto que el método
de Folch y el enzimidtico proporcionan resultados comparables. La pendiente es
igual a uno (p < 0.05) (Tabla 8). En la tabla 9 y Gréficé 9 se presenta el

anilisis de concordancia de estos dos métodos. El intervalo de confianza al 95%
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Tablas Andlisis de correlacidén lineal

Tabla 2 Folch modificado contra Babcock modificado
Rango (mg/ 100g) Ecuacién de la recta R
1.4 - 2.2 Y=(0.034096X +(2.1340.8T 0.00
2.3 - 3.0 Y =(1.05+ 2.145X +(0.60 £1.4) 0.19
3.1 - 3.8 Y= (1.68£0.43)X +(-2.09£0.29) 0.19
3.9 - > Y=0(.56 128X +(-11.10£2.73) 0.68
Total Y =(1.78440.22)X +(-1.48 £1.82) 0.81

Tonde &2 ecuacion para fa regreaion o V=Dbx + a donde a=iniercepio, b=
concentracién del método de Folch modificado dada en mg/ 100g.

pendiente, ¥ = concentracion de grasa por el método Babeock modificdo y x=

Tabla 3 Folch modificado contra Crematocrito
Rango (mg/ 100q) Ecuacién de la recta R
1.4 - 2.2 Y=(298+1.1TX +(1.99+1.06 0.72
2.3 - 3.0 ¥=(0.55+0.83)X + (3.10+0.56) 0.26
3.1 - 3.8 Y=(3.584£3.6T)X +(6.4132.42) 0.37
3.9 - > Y=(1.05£0.81)X + (3.0941.73) _ 0.40
Total Y=(1.51 £0.181X +0.69 £ 1.52) 0.82

= Tlonde 1 ecuaqdn para 1a regrevion € Y= DX + a Gonde a=mierceplo, D pendiente, ¥ = concentracion de grasa por ¢l método Crematocrito y x= concentracién

del métoda de Folch modificado dada en mg/ 100g.

Tabla 4 Folch modificado contra Enzimdtico
Rango (mg/ 100g) Ecuacién de la recta R
1.4 - 2.2 Y=(1.36 £0.36X + (.66 £0.33) 0.84
2.3 - 3.0 Y=(0.7840.09)X + (0.62+0.06) 0.96
3.1 - 3.8 Y =(0.74£0.22)X +(0.9040.15) 0.81
3.9 - > Y =(1.0040.041X +(-0.04.£0,08) 0.99
Total Y =(0.99 £0.01X +(0.04:0.18) 0.99
Thonde Ta ccuacion para I regresion & Y= bX ¥ & donde a=Interceplo, b= p .Y = Tracion de grasa por of mélodo Emimdtico y x= concentracién
del método de Folch modificado dada en mg/ 100g.
Tabla 5 Enzimitico contra Babcock modificado
Rango (mg/ 100g) Ecuacién de la recta R
1.4 — 2.2 Y= (0.15£0.591X + 2.45 £0.81) 0.93
2.3 - 3.0 ¥ =(0.1612.1T1X + (2.95£1.47) 0.14
3.1 - 3.8 ¥=(1.99: 035X + 3.1740.21) 0.20
‘ 3.9 - > Y =(3.3521.32)X + (9.89 £ 2.84) 0.40
Total Y=(1.71£0.23)X 41,39 +1.89) 0.83

Tonde Ta ccuacdn para fa reprenion & Y= bx + @ donde a=interceplo, b= prndiente, ¥ = 203n de grasa por o méindo Bahcock modificado y x=

acién del méindo Erzimstico dada en mg/ 100g,




Tabla 6 Enzimdtico contra Crematocrito
Rango (mg/ 100g) Ecuacién de la recta R
1.4 - 2.2 Y =(2.384 030X + (-0.88 1.0.55) 0.93
2.3 - 3.0 Y= (0.40£1.00X 4 (3.4740.57) 0.14
3.1 - 3.8 Y=(2.02£ 420X + (-0.9742.56) 0.20
3.9 - > Y=(1.04£0.80X +(3.20£1.73) 0.40
Total Y (1,53 £ 0.18)X 4 (0.634 1,49) 0.83

Donde a ecuacién para la regresién es Y= bx + a donde a=intercepto, b= pendiente, Y = conceniracién de grasa por el método Cr

del método Enzimético dada en mg/ 100g.

Tabla 7 Babcock modificado contra Crematocrito
Rango (mg/ 100g) Ecuacidén de la recta R

1. 4 - 2.2 Y=(0.3940.70)X +(4.36 +1.49) 0. 22

2.3 - 3.0 Y=(0.0240.16)X +(4.47+0.58) 0.00

3.1 - 3.8 Y= (0.9541.95)X +(2.524 2.56) 0.20

3.9 - > Y=(0.384+0.1)X +(5.72£1.24) 0.75

Total Y =(0.64+0.10X + (3.04x 1.79) 0.75

Donde 1a ecuacién para 1a regresién e« Y= bx + a donde a=inlercepto, b= pendiente, Y = concentracién de grasa por el mélod

del méodo Babrock dada en mg/ 1008,

Tabla 8

la pendiente
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to y x= tracién

i - <
o ito y x= adén

Andlieis de correlacidén lineal utilizando prueba de hipbtesis para

Comparacién de métodos

t experimental

Hipétesis nula (Ho)

Folch vrs Babcock.

4.162

Se rechaza

Folch vrs Cremat.

3.113

Se rechaza

Folch vrs Enz.

-0.613

Se acepta

Enz. vrs Babcock

-3.910

Se rechaza

Enz. vrs Crematocrito

3.289

Se rechaza

Babh. vrs Cremat.

-3.910

Se rechaza

Para todas las comparaciones por parejas de los mélodas, fa t critica (95%, 35 - 2 = 33 grados de libertad) = 2.036; donde Ho: b = 1; Ha b ¢ 1; donde b =

pendiente, .
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Tabla 9 Andlisis de concordancia utilizando prueba de hipétesis para el
sesgo '

Diferencia entre Sesgo D.S. L.C. 95% I.C. 95% | teperimenm Hipotesis nula

métodoy (Ho)

Folch - Bib -1.114 2.081 0.716 * Se
18300398 -3.168 rechaza

Folch - Cremat -2.484 1.668 0.574 -3.058_-1.910 * Se
-8.807 rechaza

Folch - Frz -0.017 0.181 0.062 * % * % Se

-0.079_0.045 -0.561 acepta

Frz - Bib 1.097 2.13% 0.735 0.362_-1.8%2 * Se
3.041 rechaza

Enz - Cremat 2.466 1.65% 0.571 1.895_-3.007 * Se
8.793 rechaza

Bab - Cremat -1.369 2.083 0.717 -2.086 -0.652 * Se
-3.888 rechaza

Para todas las comparaciones por parejas de los métodos, t crfticn (95%, 35 - 2 = 33 grados de libertad) = 2.036, donde Ho : seago = 0, Ha: sesgo # 0
* Turieron sesgo estadisticamente significative (p < 0.05),

** Fué la tinica comparacién cuyo IC . of induys al cero y se confirma al observar la t experimental por caer dentro de 12 regién de aceptacién por lo que se concluyb que ol

método etpectrofotométrion no tiene seepo estadisticamente significativo,

En conclusidén sdlo el método Enzimdtico correlaciond con el de Folch

modificado (el de referencia), por lo que se procedidé a validarlo.

8.5 Validacidén del método Enzimitico

Se observd que el reactivo de Triglicéridos (trifosfato de adenosina,

fosfoenolpiruvato, NADH, piruvato quinasa, lactato
estabilizadores y buffers) tenia un tiempo de vida
que debid descartarse al cuarto dia o cuando en el
lecturas fueron =

La respuesta de blanco del método fue de 0.0108 mg/ 100g

/100g

95% de [0.010- 0.0109}.

Los resultados de la precisidén se presentan en la tabla 10.

0.800.

deshidrogenasa,

+

itil de tres dias, por 1lo

espectrofotémetro las

0.0001mg

con un coeficiente de variacién de 0.85% y un intervalo de confianza al

En general

se puede decir que el método tiene una precisién intraensayo de 0.55%,

interensayo de 6.4% y un error analitico de 3.21%.
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Tabla 10 Precisidn

Precisién

BAnélisis intraensayo

ﬁ

Conc. baja | Conc. mediana Conc. alta

X (mg/dL) 2.14 3.24 6.50
D.S 0.1297 0.01792 0.1028
CV (%) 6.06 0.55 1.58

Anflisis interensayo

Conc. baja | Conc. mediana | Conc. alta

X (mg/dL) 2.16 3.06 5.72
D.S 0.043 0.257 0.402
C.V (%) 2.01 6.4 7.02

Con los datos anteriores, se calculd que la sensibilidad del método (IC
s intraensayo, por lo que el limite de cuantificacién = 0.2 mg/ 100 g) debe
localizarse entre 0.2 - 1.4 mg/ 100g.

Para establecer el rango analitico lineal, se realizaron dos
comparaciones. En la primera se agregd 750 pL de reactivo de triglicéridos,
obteniéndose un resultado lineal, hasta 6.2 mg/100g (R = 0.873) y la segunda
fue agregando el doble de reactivo de triglicéridos, 1500 upL, incrementéndose
el rango analitico hasta 8.4 mg/ 100g (R = 0.989) (Tabla 11 y Grafica 13).
Este rango es suficiente para determinar grasa en leche humana, ya que casi
todas las muestras presentan valores abajo del limite mé&ximo de
cuantificacién, y el cual es 22 veces mayor que el promedio (3.8 mg/100g).

La recuperacidn del mé&todo se realizd por la técnica de ad;cién de
estdndares. La recuperacidn obtenida dentro del rango lineal, utilizando
1500 uL, fue de 95.1% * 5.96 y un coeficiente de variacién de 6.27% (Tabla
11). »

El limite méximo de cuantificacidén es de 8.40 mg/ 100g.

El limite minimo de cuantificacidén posiblemente es menor a 1.4 mg/ 100g;
pero éste no se pudo comprobar ya que no se contaba con matrices sin grasas
totales para la determinacidén de concentraciones de lipidos mas bajas.

El limite de deteccién que fue de 0.01 mg/ 100g.




Tabla 11

Recuperacidn v Rango Analitico Lineal

1 i 2
4 9 1500 pl del reactiva TG
Jutis fgresads . Fzuuparesun Tzne Te2onea | Cone Bsparimenial Fesuparactn
1 b imig ke &0 ~t4s basal {g100g) "4
2 1004 | 2.6 26 100.4
10 3 3 91.6 ¢ 3.4 3.1 99.7
2.0 42 4.1 950 a4t b4 995
3.0 52 5.3 100.3 51 1 51 1GC.2
L0 5.2 6.2 99.8 6.1 6.] 100.2
5.0 7.2 6.8 91.2 7.1 7.2 99.6
60 82 6.8 757 1 8l 7.9 970
65 R7 6.7 AR 1 86 8.4 978
7.5 97 8.7 369 1 98 9.2 93,7
TR0 102 6.3 568 | 101 9.4 92.9
8.5 10.7 6.8 332 | 106 9.4 9.0}
2.0 112 6.8 30.6 11.1 10.0 %9.5
9.5 117 6.4 | 480 1i.5 10.0 85.8
10.9 12.2 6.8 P 457 121 | 10.0 82.4
X (%) 73.9 X (261 95.1
D.S21.57 D.85.96
CV(%)29.19 C.V (%) 6.27

La ccuacidn de la regresion para ¢l ensaye de reciperncidn para 750 pl es Y=(-6.2864 + 0.676342)X + (110.100065 =
784017, R0 04y parals00 ples Y= (-1.59974 20.270932;X + 104.2514+ 3.1406454); R=0.86 y para ¢l ensayo del
rungo apsittice insal para 750 il e V= (0.3983 £ 0.06432)X + (2.705662 + 6.745); R=0.872 y para 1500 pl e3 Y= (0.81744:4
+ 0.03557TTIX + {0.900531 % 0.412408); R 0.999. donde la ccuacién es ¥ = bx +a, donde a es intercepto y b peadiente.

1: La tencenlracidn recuperada se encontré utlizando {sche con concentracion basal ds 2.24 mg/dL
2: La concentracidn recuperada se encontrd wiilizando leche con concentracién basal ds 2.11 mg/dL.
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Grafica 13

Rango analitico lineal
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9.DISCUSION DE RESULTADOS
Debido a la diferencia de densidades entre las muestras de leche, se
prefirié pesar el volumen utilizado en cada método para eliminar el error que se
comete al medir dGnicamente volimenes, obteniéndose asi resultados mas exactos.
Al realizar el andlisis de correlacién lineal y concordancia en parejas de
los métodog se observd lo siguiente:
9.1 Folch modificado vrs. Babcock modificado y Crematocrito
Los métodos de Babcock modificado y Crematocrito no correlacionaron ni
concordaron con el de Folch. La comparacidén de los dos métodos, mostrd que la
pendiente no es igual a uno y que tanto Babcock modificado como el Crematocrito
sobreestiman el valor de grasa en las muestras. Por lo tanto, ambos métodos son
inespecificos y tienen sesgo significativo con respecto a Folch. Esto
probablemente se deba a que estos métodos se basan en elementos que flotan en la
superficie de la leche, 1los gue no necesariamente son 86lo los lipidos. La
degradacién enzimAtica de los triacilgliceroles que puede ocurrir durante

congelacién a temperaturas cercanas a cero hace estos métodos alGn menos

confiables.

9.2 Folch modificado vrs. Enzimltico

Se obtuvo con esta comparacién de métodos una correlacidn lineal con una
pendiente igual a uno. Esto quiere decir que el método enzimitico reproduce los
resultados de Folch. Al hacer el andlisis de concordancia se observd que el
intervalo de confianza al 95% si incluyd al cero, lo que significa que son
métodos comparables.

La concordancia entre ambos métodos, aunque se fundamentan en principios
diferentes es atribuible a que el 98% de los lipidos en la leche determinan
lipidos totales, mientras que el enzimitico sélo los triacilgliceroles.

9.3 Otras comparaciones

Al comparar los métodos Enzimdtico versus Babcock modificado, Babcock
modificado contra Crematocrito y Enzimdtico contra Crematocrito ninguna de estas
comparacionés presentaron correlacidn ésto pudo deberse a que los dos métodos

Babcock y crematocrito son métodos inespecificos. Por lo que se puede decir que
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los métodos Babcock y crematocrito no son confiables para determinar con
precisidén y exactitud los niveles de grasa en leche humana.

9.4 Validacidédn del método Enzimatico

La segunda parte del estudio consistié en validar el método Enzimdtico ya
que fue el que correlacioné con el método de Folch.

En la validacién del método Enzimdtico se trabajaron varios aspectos:

La respuesta de blanco fue cercana a cero, como Se muestra en los
resultados, lo cual indicd que el espectrofotémetro no detecta ninguna sustancia
interferente en las lecturas de las leches, ésto es lnicamente en la matriz
debido a que el ensayo no se realizd agregando posibles interferentes.

La precisidén del método es buena ya que se obtuvo valores menores o
cercanos al 5% para la precisién intraensayo como para la precisidn interensayo.

Para determinar el rango analitico y el porcentaje de recuperacién del
método se hizo afadiendo estindares con concentraciones conocidas a una muestra
de leche con contenido bajo de grasa. Se observd que cuando se trabajdé con 750
pL del reactivo de triglicéridos, la concentracién méxima que se podia
cuantificar era de 6.2 mg/ 100g; é&sto pudo deberse a que no habia suficiente
cantidad de las sustancias necesarias para reaccionar con la enzima
gliceroquinasa, por lo que se pensd que si se agregaba mads reactivo se aumentaria
el rango analitico. En efecto, asi sucedid, al agregarse el doble de la

cantidad de reactivo (1500 pL), el rango analitico lineal aumentd hasta una

concentracién de 8.4 mg/ 100g.

El limite de deteccién fue de 0.01 mg/ 100g, con ésto se muestra
indirectamente la efectividad del método.

Por los resultados obtenidos se puede decir que el método enzimitico es
sensible, vdlido y reproducible. Ademds posee las ventajas adicionales de ser

bastante simple y no utiliza reactivos tdxicos o corrosivos.
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10.1

10.2

10.3

10.4

10.5

10.6

10. CONCLUSIONES

El método enzimidtico para la determinacién de lipidos, proporciona
resultados comparables con el método de Folch cuando se utiliza con

muestras de leche humana.

E1l método enzimitico es un método econfmico, confiable, vAalido,
sensible, preciso y reproducible para detrminar lipidos en leche
humana. Ademds, no requiere el uso de solventes téxicos, lo que
reduce el volumen de desechos orgénicos y riesgos para la salud del

analista y la poblacién en general.

El método de Babcock modificado y el Crematocrito no correlacionan
con el método de Folch modificado; ambos tienen sesgo significativo

y sobreestiman el valor de grasa en las muestras de leche.

Se confirma que el método de crematocrito no es confiable para

determinar lipidos en muestras de leche almacenada en congelacién.

El reactivo de triglicéridos tiene una vida Gtil de tres dias
cuando el valor de su absorbancia es mayor o igual a 0.800 nm por lo

cual ya no se debe de utilizar.

El método enzimitico tiene una sensiblilidad de 0.01 mg/ 100g, una
variacién intraensayo de 2.73%, una variacidén interensayo de 5.14%,
un error analitico total de 3.21%, limite de maximo de

cuantificacién de 8.4 mg/ 100g cuando se utiliza 1500 pL de reactivo

de triglicéridos y un porcentaje de recuperacién de 95.1%.
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11.2

11.3

11.4

11.5

11. RECOMENDACIONES
Almacenar las muestras de leche a -20°C o menos, asi como también

evitar descongelamientos innecesarios para evitar la lip6lisis de

las grasas.

Se recomienda utilizar el método enzimdtico para la determinacién de

lipidos en leche materna como un sustituto mds sencillo y seguro que

el de Folch.

Descartar el reactivo de triglicéridos al cuarto dia de haber sido

preparado o cuando las lecturas de las leches sean menor a 0.800 nm.

Aunque en la literatura, seglin Ferris y Jensen 1984, el crematocrito
se puede utilizar en muestras de leche fresca; se recomienda
evaluar este método, ya que segin el fundamento del mismo no es

especifico, lo que puede dar resultados errdéneos.

Validar la utilidad del método para la determinacién de grasa en
leche de vaca y de otros animales, ya que de repetirse el caso

encontrado con leche humana seria un buen aporte para la industria

lactea.
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13. ANEXOS




ANEXO 1

Composicidon de la leche materna madura

COMPONENTE CONCENTRACION
Agua 88 g/100g
Proteinas: (g/100 gq)
Caseina .
Lactalbdmina 0.4
Lactoglobulina 0.2
Grasas

% dcidos grasos insaturados

3.8 g/100 g
8.0

Lactosa 7.0 g/100 g

Aminodcidos: (mg/100 mL)
Histidina 22
Leucina 68
Isoleucina 100
Lisina 73
Metionina 25
Fenilalanina 48
Treonina 50
Triptéfano 18
Valina 70 -
Arginina 45
Alanina 35
Acido aspértico 116
Cistina 22
Acido glutémico 230
Prolina 80
Serina 69
Tirosina 61

Vitaminas (UI, mg, ug/L)
Vitamina A 570 ug
Tiamina 160 ug
Riboflavina 350 ug
Niacina 1470 ug
Piridoxina 100 ug
Pantotenato 2 mg
Folacina 52 ug
Vitamina B12 0.3 ug
Vitamina C 43 mg
Vitamina D 22 UI
Vitamina E 2 mg
Vitamina K

15 mg




ANEXO 2

Métodos
2.1 Método de Folch modificado

(PBBOM e, = POI0, 3 JXLOO

lgrasal (=g/1009) = 4o Tacks pipetenda

2.2 Método de Babcock modificado para cuantificacién de lipidos.

lactura directs »).219 +100

[gzasa) (mgf10045) = Pago de 8.8 1L de leche

- NOTA: 0.219 es la constante obtenida midiendo la cantidad de leche en los 8
cm del cuello de la botella de Babcock que resultd ser 1.75 cc por lo que se
divididé 1.75 cc/ 8 cc obteniendo asi el resultado. La lectura con el compéds o
vernier debe efectuarse del menisco inferior al superior.

2.3 Método Enzimitico

ARbae2,71
- Bg) = *
TG img/100g) peao de 250 UL de lecdhe 100

2.4 Método crematocritce

= Porclén grasa en el capllaX . 4.4
lgzasa] (8) total de leche en ol capllar 1e




ANEXO 3

Férmulas estadisticas

-Calculo de tamafio de muestra para comparar métodos:

ay = 28 x Yarianes?
Ad
Donde:
NC =3.662 (En base a los niveles de significancia a=0.05 vy
3=0.10) (40).
Varianza =Delta
Donde:
n, =2 X8

Por lo que:

ny =2 {3.86)7 = 27 amegizag por dtodo

Hipotesis a probar:

Ho: M1l = M2 = M3




Anexo 4

Validacién y caracterizacién de métodos analiticos
4.1 Respuesta del blanco:

Ex:yz
a

'3 -
D.4. =,,| 2y =5
a-1

El limite de confianza al 95% (L.C. ,g) es:

v =

en donde t95% es el valor de la distribucién t de Student, con n-1 grados de
libertad, para dos colas a=0.025); la desviacidn estandar; y n el
nimero de réplicas.

El intervalo de confianza para la respuesta es un intervalo centrado en

la respuesta media:

I. Sy = [Reap. - Iy rRasp  +10, ]

4.2 Recuperacién:

Conc.obhtenida Cont.obtanida
ICUPPRATION = $100= *100
RECUPERACION Qonc, sgparada 3 Cant.bagal + aat.afadids

P
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Error Analitico:

gl = %va}ntn + Cv}atm

Ecuacidén de la linea Recta:

Ymg*hx

b m:_tn —Ex_{ﬂy‘{
Mozi - {Bx,)?
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