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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo desarrollar y estandarizar un micrometodo
para la determinacion de grasa en leche materna, ya que las cantidades de muestra
disponibles son pequefias (menores a 2mL). Se tom6 como base el método Gerber
reportado en la NMX-F-387-1982 y la NOM-155-SCFI-2003, utilizando leche
comercial y leche bronca de vaca para adaptar la técnica analitica y para su
estandarizacion, se determiné la repetitividad, reproducibilidad (precision) y la
trazabilidad, con referencia al laboratorio de Quimica Ambiental, certificado por la
Entidad Mexicana de Acreditacidn, A. C. (ema), la técnica, se realiz6 nuevamente
determinando la precision y la trazabilidad con leche materna. Se usé el
micrometodo para determinar la cantidad de grasa en dos grupos Tenancingo y
Toluca, Estado de México. Se aplicd un cuestionario para conocer procedencia,
edad, tipo de alimentos consumidos y la frecuencia con la que lo hacen. Se usan el
5 % de los reactivos y muestra en relaciéon al método Gerber, los resultados
mostraron que cumple con los criterios establecidos en la Guia de Validacion de
Métodos Analiticos del Colegio de QFB, México. Para la repetitividad se obtuvo un
CV=3.2% para la leche bronca y un CV=3.9% para leche comercial. En la
reproducibilidad resulté un CV=3.35%. Para trazabilidad se obtuvé un CV=4.86 %,
con el micrométodo y de 4.73% en el laboratorio de referencia, En la prueba t de
Student el valor de p=0.747 con un nivel de significancia del 95 %, indica que no
existen diferencias significativas y por tanto la trazabilidad es aceptable. Las
voluntarias de Tenancingo (50), con edad promedio de 23 afios, 44% procedian de

comunidades donde la principal actividad es la agricultura y la floricultura, la mayor
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parte manifestaron consumir una dieta rica en grasas (carnes rojas, pollo, embutidos
y lacteos) y cocinar con manteca de cerdo y aceite, el contenido de grasa promedio
fue de 2.52 % (1.81 a 3.63%). Las participantes del grupo de Toluca (n=50), tenian
una edad promedio de 26 afos, el 54 % procedia de los municipios de Toluca,
Zinancantepec y San Antonio la Isla, manifiestan una dieta con menor grasa de
origen animal, el promedio de grasa obtenido para este grupo fue de 2.26%. Se
realizé un andlisis de U de Mann-Whitney obteniendo un p > 0.05, concluyendo que
no hay diferencias significativas. EI micrométodo cumple con los criterios de
validacion determinados y fue eficiente en la determinacion de grasa en las

muestras analizadas.
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CAPITULO 1: MARCO TEORICO

Una nutricion deficiente en la primer etapa de la vida aumenta el riesgo de padecer
enfermedades agudas y cronicas ademas es responsable, directa o indirectamente,
de hasta un 30% de las muertes en nifios y nifias menores de 5 afios de edad. La
nutricion temprana inicia con la lactancia materna (LM) forma en que las madres
alimentan naturalmente a sus bebes. La leche materna contiene anticuerpos que

protegen al bebé de enfermedades infantiles.!

En un recuento histérico sobre la alimentacién del lactante, Fomon (1995) cita
documentos del siglo 1l a.C. donde se menciona la lactancia materna. En el antiguo
Egipto y en Babilonia, el destete se realizaba aproximadamente a los 3 afios de
edad. Entre los siglos IV y VIl d.C., la edad del destete se hallaba generalmente
entre los 20 y 24 meses de edad. Esta bien documentado el uso de las nodrizas a

partir de los siglos Il o IV a.C. en Babilonia.?

Se conocia entonces sobre la importancia de alimentar al bebé recién nacido con
leche humana, incluso cuando no fuera de su propia madre, unas veces porque ésta
fallecia y otras por moda o comodidad de las familias de alto estatus social. Sin
embargo, el uso de las nodrizas decayé con el aumento de la morbilidad y
mortalidad infantil, y la transmision de enfermedades tanto infecciosas como de “la

mente”, como refiriera Burton en su libro publicado en 1651.2



1.1. LECHE MATERNA

La leche materna se forma en la propia glandula mamaria utilizando los
componentes presentes dentro de esta y los nutrientes maternos necesarios. A
pesar de que la composicion de la leche materna expresa el estado nutricional de
la mujer, esta queda en deudas generalmente. Son muchos los factores que influyen
tanto en la composicion como en el volumen de la secrecion lactea, desde factores
genéticos y nutricion materna, hasta las técnicas de extraccion, almacenamiento y

suministro al bebé.3

La leche humana va cambiando su composicion quimica desde el preparto, calostro,

de transicién y madurez.?

Se han identificado méas de 200 componentes en la leche humana. La leche contiene
células vivas (Macrofagos, neutrofilos, linfocitos, células epiteliales), membranas y

glébulos de grasa, rodeados de membranas.®

La leche materna sufre modificaciones de los elementos que la integran en

diferentes etapas

1. Precalostro. Es un exudado del plasma que se produce en la glandula mamaria
a partir de la semana 16 de embarazo. Cuando el nacimiento ocurre antes de las 35
semanas de gestacion, la leche producida es rica en proteinas, nitrogeno total,

inmunoglobulinas, acidos grasos, magnesio, hierro, sodio y cloro. Tiene bajas



concentraciones de lactosa, ya que un recién nacido prematuro tiene poca actividad

de lactasa®1l.

2. Calostro. Se secreta cinco a siete dias después del parto, aunque en las mujeres
multiparas puede presentarse al momento del nacimiento del bebé. Tiene una
consistencia pegajosa y es de color amarillento por la presencia de (3-carotenos. Su
volumen puede variar de 2 a 20 mL/dia en los tres primeros dias; a medida que el
bebé succiona, aumenta hasta 580 mL/dia hacia el sexto dia.!'Esta cantidad es
suficiente para cubrir las necesidades del recién nacido por lo que no es necesario
complementar con formulas lacteas. Tiene mayor cantidad de proteinas (97% en
forma de inmunoglobulina A-IgA-), vitaminas liposolubles, lactoferrina, factor de
crecimiento, lactobacilos Bifidus, sodio y zinc. En concentraciones menores se

encuentran las grasas, la lactosa y las vitaminas hidrosolubles.*?

El calostro protege contra infecciones y alergias ya que transfiere inmunidad pasiva
al recién nacido por absorcion intestinal de inmunoglobulinas; ademas, contiene
2000 a 4000 linfocitos/mm? y altas concentraciones de lisozima.** Por su contenido

de motilina, tiene efectos laxantes que ayudan a la expulsién del meconio.®

3. Leche de transicion. Su produccion se inicia después del calostro y dura entre
cinco y diez dias.'* Progresivamente se elevan sus concentraciones de lactosa,
grasas, por aumento de colesterol, fosfolipidos y vitaminas hidrosolubles;
disminuyen las proteinas, las inmunoglobulinas y las vitaminas liposolubles debido

a que se diluyen por el incremento en el volumen de produccién, que puede alcanzar



660 mL/dia hacia el dia 15 postparto. Su color blanco se debe a la emulsion de

grasas y a la presencia de caseinato de calcio.*

4. Leche madura. Comienza su produccion a partir del dia 15 postparto y puede
continuar por mas de 15 meses. Su volumen promedio es de 750 mL/dia, pero

puede llegar hasta 1,200 mL/dia en madres con embarazo multiple

1.1.1. COMPOSICION DE LA LECHE MATERNA MADURA

Tiene un perfil estable de sus diferentes componentes:

« Agua. Representa el 87% del total de sus componentes #° y cubre
satisfactoriamente los requerimientos del bebé, aldn en circunstancias extremas de

calor, por lo que no se requieren liquidos suplementarios.®’

« Energia. Aporta 670 a 700 kcal/L por medio de los carbohidratos y los lipidos.2

+ Carbohidratos. Aportan energia al sistema nervioso central. El principal
carbohidrato contenido en la leche es la lactosa; favorece el desarrollo de la flora
intestinal por las bifidobacterias e impide el crecimiento de microorganismos
patdgenos por promover la acidez; ayuda a la absorcién de calcio y mantiene
estable la osmolaridad de la leche ya que mantiene bajas las concentraciones de

sodio y potasio.*



* Proteinas. En la leche materna hay entre 8.2 y 9 g de proteina por litro; su
concentracion se reduce a medida que el tiempo de lactancia avanza, No importa
que la madre no consuma altas cantidades de proteinas en su dieta. El tipo de
proteinas que contiene la leche humana, ya que son de mejor biodisponibilidad

gracias a la presencia de enzimas digestivas como la amilasa. *

Las proteinas de la leche humana se dividen en dos grupos: 3 Proteinas del suero,
la a-lactoalbumina la més abundante (37%). Su importancia es tal ya que actla
como co-factor en la sintesis de lactosa. Tiene un peso molecular de 14,500 Da,?"%®
mucho menor si se compara con la B-lactoglobulina, que llega a pesar 36,000 Da,
como en la leche entera de vaca y por tanto, en formulas infantiles. La lactoferrina

representa el 27% de total. Se liga al hierro para mejorar su transporte y absorcién.©

La proteccion de la leche materna a mucosas como la boca, la nariz y el oido se
debe a la inmunoglobulina A secretora’ que liga antigenos especificos en el tubo
digestivo, ya que resiste el proceso de digestion debido a su estabilidad ya que
conserva un pH bajo. Finalmente, la lisozima actua frente a la pared celular de

bacterias Gram positivas.'®

La caseina, auxilia en el transporte de calcio, fésforo y aminoacidos que son usados
para fines estructurales a nivel celular.*® En la leche materna existen dos de las tres
subunidades: la B-caseina que se une con K-caseina y con iones de fosforo para

formar pequefias micelas (30-75 nm) comparado con los 600 nm de la a-caseina



contenida en la leche de vaca, se digiere mejor la leche materna en el intestino del

bebé.

En los primeros diez dias después del parto la leche humana tiene una relacion
suero/caseina de 90/10; posteriormente 60/40 hasta los ocho meses después del
parto y se mantiene en 50/50 hasta el fin de la lactancia, lo cual la vuelve facilmente

digerible.

Entre los compuestos que contienen nitrdgeno en la leche se encuentran los
aminoécidos de los cuales sobresale la taurina, debido a que favorece la digestion
de grasas y el desarrollo del sistema nervioso central; la carnitina, que es necesaria
para la oxidacion de lipidos dentro de la mitocondria y el &cido glutamico, la cistina

y glutamina actian como neuromoduladores y neurotransmisores.

Y los azucares ligados a nitrégeno, péptidos y el factor de crecimiento epidérmico

que contribuyen al desarrollo y funcién de la mucosa intestinal.

Se han identificado en la leche humana 13 nucleétidos; de los cuales destacan
adenosina, citosina, guanosina, uridina y inosina que promueven el crecimiento y
maduracion intestinal, favorecen la funcion inmune, modifican la micro-flora
intestinal, incrementan la biodisponibilidad del hierro y aumentan la concentracion

de lipoproteinas de alta densidad y los acidos grasos de cadena larga.’



* Vitaminas. En la leche madura las vitaminas que son hidrosolubles tienen una
concentracion oOptima para el desarrollo y nutricién del lactante; la niacina y la
vitamina C son las que se encuentran en mayor cantidad. Dentro del grupo de
liposolubles, la leche humana contiene mayores concentraciones de (-caroteno

(precursor de vitamina A) y vitamina E.

Aungue no contiene niveles 6ptimos de vitamina D, los bebés alimentados con leche
materna no padecen raquitismo (enfermedad producida por la falta de calcio y
fésforo debido a una mala alimentacion, que se caracteriza por deformaciones de
los huesos que se doblan con facilidad y debilidad del estado general), debido a que
en su lugar poseen el sulfato de esta, adquirida por via transplacentaria que tiene

actividad durante los primeros tres meses de vida del lactante.

En la leche materna los niveles deseables se alcanzan cuando la madre consume
un suplemento; y cuando no es por ingesta esta se adquiere por la accion del sol y

de los rayos ultravioleta.

La vitamina K no se encuentra en las cantidades optimas en leche materna (2 pg/L)
ya que los requerimientos diarios son de 12 ug/dia, debido a esto debe aplicarse a

todo recién nacido 1 mg intramuscular en dosis Unica.®

» Minerales. Destaca el hierro, se observa que las concentraciones se reducen a lo

largo de la lactancia hasta mantenerse estable en los seis meses después del parto.



Se absorbe entre 45y 75% a diferencia de la leche de vaca donde sélo se absorbe

el 10%.

Una explicacion para esto es que el hierro en la leche materna se encuentra unido
a seroproteinas en 65 a 81% del total y una 2 a 14% unido a la caseina, esta al

tener un paso lento por el estbmago, sufre degradacion.

La relacion calcio/fésforo de la leche materna es de 1.2 a 2; esto es util en la
absorcion hasta de 75% del calcio. De esto depende la formacién del tejido éseo en

la infancia.’

* Oligoelementos. Son elementos que son necesarios en la dieta ya que estos no
se pueden sintetizar dentro del cuerpo un ejemplo es el zinc que forma parte de los
sistemas activadores de enzimas; su concentracion en leche humana es de 2 a 4
pug/mL y su biodisponibilidad es elevada entre un 45 a 58% de la fraccion sérica de

las proteinas.

Otro elemento importante es el fllor, a pesar de su baja cantidad en leche materna,
es Util para evitar las caries, lo cual es evidente si se compara a los nifios
alimentados al pecho materno con los alimentados con biberén. Finalmente, el
magnesio que debe mantenerse en equilibrio muy estable con el calcio en la leche

humana para prevenir hipocalcemia en el recién nacido.®



* Grasas. El contenido de lipidos difiere entre mujeres (de 1 a 7 g/dL), lo que
depende de diferentes variables (como alimentacién, metabolismo entre otros). Las
concentraciones de grasa aumentan desde 2 g/100 mL en el calostro, hasta
alrededor de 4 a 4,5 g/100 mL a los 15 dias post parto. De ahi en adelante siguen
siendo relativamente estables, pero con bastantes variaciones interindividuales
tanto en el contenido total de grasa, como en la composicion de los acidos grasos.
El 4cido a-linolénico.y linoleico se conocen como &acidos grasos indispensables
debido a que no pueden ser sintetizados por el ser humano y deben provenir de la

dieta de la madre.16

Estos acidos grasos se convierten en poli-insaturados (LC-PUFA’s) tales como el
acido docosahexaenoico o DHA que es escencial en el desarrollo estructural y
funcional de los sistemas visual-sensorial, perceptual y cognitivo del lactante; y el
acido araquidoénico (AA; 20:4n-6), atil como sustrato para la sintesis de las
prostaglandinas, los leucotrienos y trombohexanos, que modulan las respuestas
inflamatoria e inmune, porque activan la proliferacion de linfocitos, células natural

killer, en adicion de la produccion de citocinas y de IgE en las células inflamatorias.*®

La industria alimentaria no ha podido igualar la relacién que hay de 1.3:1 entre
acidos grasos poliinsaturados/saturados de la leche humana, cuya importancia
clinica es contribuir en la absorcion de elementos esenciales como calcio y fésforo.
Aporta concentraciones altas de colesterol, un lipido que se requiere en la

proliferacién de neuronas y en la mielinizacién de células gliales.*



Ademas, favorece la constitucién y especializacion de enzimas como la hidroximetil-
glutaril Co enzima A reductasa hepatica y la 7 ahidroxilasa biliar, asi como los
receptores de lipoproteinas'®, lo que durante la infancia se traduce en
concentraciones seéricas elevadas de colesterol total y lipoproteinas de baja
densidad (LDL) para regular la diferenciacion, proliferacion y distribucién de
adipocitos en la vida adulta. Asi mismo es un factor de proteccién contra la
enfermedad coronaria ateroesclerosa, ya que estas concentraciones séricas
descienden.®® Finalmente, contiene lipasa, una enzima que mejora la digestion de

las grasas por el lactante.*

1.1.2. INMUNOLOGIA DE LA LECHE HUMANA

El sistema inmunitario del recién nacido es solo el 1%. del total de un adulto. La
leche materna debe ser considerada como “la primera vacuna” que recibe el nifio,
ya que lo protege contra numerosas infecciones a las que esté expuesto durante el
primer afio de vida. Durante la lactancia se desarrolla y se activa el tejido linfoide
relacionado con las mucosas (MALT) del bebé, en el intestino, los pulmones, las

glandulas mamarias, las glandulas salivales y lagrimales, y las vias genitales.’

Este proceso se realiza a través del eje entero-mamario donde tienen lugar una
serie de mecanismos: en el intestino, tejido linfoide y glandula mamaria de una
madre lactante con objeto de producir una gran cantidad de IgA de secrecién.!’ Es
un sistema que se opone a los antigenos, eficaz contra E. coli, Salmonella,

Campilobacter, Vibrio cholerae, Shigellay G. lamblia.'® También se han encontrado
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anticuerpos IgA contra proteinas de alimentos como la leche de vaca, la soya y el
frijol negro. No promueve inflamacion ya que no activa complemento, por lo tanto

no consume energia. 1°

Eje entero-mamario. Cuando la madre ingiere antigenos bacterianos, virales y otros,
llegan al intestino y en el segmento terminal del ileon, donde se encuentra el tejido
linfoide de las mucosas (MALT), son capturados por las células M y transportados
a las placas de Peyer. Aqui se elaboran los antigenos de los macrofagos y son
presentados a los linfocitos T, de donde surgen las subpoblaciones de linfocitos B,
lo que hace proliferar las células precursoras productoras de anticuerpos.!®

Estas células emigran por los ganglios linfaticos regionales del mesenterio y llegan
al conducto torécico, donde se dividen en tres compartimentos: las glandulas
mamarias, los tejidos linfaticos del intestino materno y el sistema bronquial. En estas
regiones maduran y se transforman en células plasmaticas productoras de IgA.
Inicialmente las IgA son mondmeros, en las células epiteliales de las glandulas
exocrinas (mama, lagrimal, salival), los sistemas respiratorio, digestivo y urinario, se
unen en pares con la cadena J para formar el dimero de IgA; se fijan a las
glicoproteinas (componente secretor) para resistir y protegerse de la digestion
enzimatica y estan listas para ser transportadas a través de las células epiteliales y

aparecer en las secreciones exocrinas en la superficie las membranas mucosas.®

La leche materna contiene gran cantidad de componentes inmunoldgicos tanto
humorales como celulares que constituyen su funcidn protectora contra virus,

bacterias y parasitos.
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1.2 CONTAMINANTES DE LA LECHE MATERNA

La leche humana, la sangre materna y el tejido adiposo son matrices pertinentes
para evaluar la carga de contaminantes en el organismo. La OMS y la mayoria de
los paises han reconocido que la leche materna representa la muestra idénea para
la biovigilancia de la exposicion a compuestos organicos persistentes (COP’s), pues
se obtiene de forma no invasiva esta tiene un alto contenido de grasa y por tanto se
pueden encontrar grandes cantidades de estos compuestos. Ademéas que
representa para el recién nacido una importante fuente de exposicién (OMS, 2007),

aunado a que es mas facil de obtener este tipo de muestra que la de tejido adiposo.*?

Prado et al. (2002), mencionan que el hecho de encontrar compuestos organico-
persistentes en leche materna se ha convertido en un problema generalizado que
muestra repercusiones en todo el mundo, ya que puede ser influenciado por factores
como la zona geogréfica, el clima, caracteristicas culturales, sociales y econémicas
de cada lugar. También agregan que si bien el uso de plaguicidas érganoclorados

ha sido prohibido o restringido, aun se han encontrado en leche y sus derivados.

Los plaguicidas se distribuyen en el organismo a través del torrente sanguineo. Los
compuestos liposolubles se unen a las lipoproteinas, mientras que las moléculas
hidrosolubles lo hacen a las proteinas plasméaticas o permanecen disueltas en la

sangre. Segun su afinidad, el plaguicida se fijara en 6rganos o tejidos especificos,
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como el higado o los rifiones, y aquellos que son lipofilicos se acumularan en tejidos

como el adiposo y el nervioso.*®

Las sustancias quimicas conocidas como compuestos organicos persistentes
(COPs), son compuestos quimicos que en su mayoria estan conformados por cloro
y carbono; se originan en la industria quimica por procesos de combustion o
generacion de electricidad, por lo que son uno de los principales factores
ambientales causantes de enfermedades en los humanos, las que se expresan en
patologias agudas o cronicas, dependiendo del tipo especifico y de las
caracteristicas del contaminante. Se estima que dos tercios de los fallecimientos
prematuros que ocurren en los paises en vias de desarrollo se asocian con la
contaminacion del aire, que incluye los COPs tanto por exposicion en lugares

cerrados como en el exterior.2°

Desde 1987, se sefiala a los COPs, junto con el mercurio, como un problema de
salud publica importante por su toxicidad ya que son volatiles, lo que provoca que
puedan ser transportados a largas distancias, incrementando sus concentraciones
en el ambiente y se biomagnifican en las cadenas alimentarias. En la actualidad se
localizan numerosos compuestos organoclorados (OCI) en todo el mundo, incluso
lejos de la fuente de origen. En el artico se han podido observar los efectos nocivos
de estos compuestos, que amenazan a la integridad de los sistemas alimentarios

tradicionales y a la salud.
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Los plaguicidas 6rgano clorados (OCI) incluidos en el grupo de los COPs, segun el
Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (2003), son 9: Aldrin,
Endrin, dieldrin, DDT, Heptacloro, Toxafeno, Clordano, Mirex y Hexaclorobenceno,
un producto quimico industrial (bifenilospoliclorados, PCBs) y un subproducto de

liberacion no intencional al ambiente (Dioxinas y furanos).??

Las caracteristicas comunes a la mayoria de estos compuestos son su baja
solubilidad en agua y su elevada solubilidad en la mayoria de los disolventes
organicos, lo que les confiere un caracter altamente lipofilico. Ademas, en general
poseen baja presion de vapor y una alta estabilidad quimica, asi como una notable

resistencia al ataque de los microorganismos.

Estas propiedades permiten predecir que estos compuestos y sus productos de
transformacién tenderan a acumularse en el tejido graso de los organismos vivos;

lo que ocurre con la mayoria de estos plaguicidas.

Su baja presion de vapor, su gran estabilidad fisico-quimica y su resistencia al
ataque de los microorganismos, condicionan que su persistencia en el ambiente sea

elevada. 3!

Las grasas estan en la sangre y leche en forma de globulos esféricos suspendidos
en la fase acuosa del suero y a su vez el globulo graso es una masa de triglicéridos
de 3 a 4 micras de diametro envuelta por una membrana formada por proteinas,

fosfolipidos, colesterol, cerebrésidos y agua.*?
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Esta condicién favorece las caracteristicas de fijacion del contaminante érgano
clorado. La leche humana esté formada por grandes cantidades de globulos grasos

muy pequeiios que se forman en las células alveolares mamarias.*

La movilizacién de lipidos en el organismo es de gran importancia cuando se tienen
bioacumulados plaguicidas, ya que por medio de este proceso, tales sustancias
pueden ser redistribuidas nuevamente por el organismo. Un caso tipico se presenta

durante el embarazo.*’

Teniendo en cuenta que los principales componentes de la leche son grasas y
proteinas se puede asegurar que son un medio apto para el depdsito y transporte
de los compuestos organoclorados, por lo que, en la etapa del embarazo el cuerpo
de la madre realiza un desplazamiento hacia las glandulas mamarias de grasas
almacenadas en distintas partes del cuerpo para la formacién de leche y por ende

con este movimiento se encuentran unidos los plaguicidas.*’

1.3 FUENTES DE EMISION

En relacion con las fuentes de contaminacion, las sustancias quimicas y las toxinas
pueden encontrarse en el agua, suelo, aire y en los alimentos, por lo que la
exposicidn es virtualmente inevitable; la exposicion puede ser ambiental o laboral,

por ejemplo a través del uso productos cosméticos, agricolas o medicamentos.3?
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Un aspecto importante en el ciclo de estos compuestos, es el proceso de particion
que puede ocurrir en la atmosfera (i.e., como gases y material particulado) y en las
fases lipidicas del suelo y/o vegetacion. Este fendmeno seria regulado entre otros
factores, por el tamafio de las particulas, clima, fuentes de emision y algunas
variables fisico-quimicas de los compuestos, como el coeficiente de particion
octanol-aire, temperatura y presion de vapor. Estas variables son limitantes ya que
regulan su persistencia en las distintas matrices ambientales (vegetacion, suelos,

biota acuética y terrestre, sedimentos, etc.) 2.

Debido a las caracteristicas de estos compuestos como su baja solubilidad en agua
y su elevada solubilidad en la mayoria de los disolventes organicos les dan
caracteristicas lipofilico, es decir que dichos compuestos asi como sus productos
de transformacion tienden a acumularse en tejidos grasos de los organismos. Los
tejidos ricos en grasas acumulan a los contaminantes lipofilico del ambiente a
través de interacciones fisiologicas de los componentes celulares, la determinacion
de su concentracion en tejidos humanos como el tejido adiposo o el suero

sanguineo pueden reflejar la magnitud de una contaminacion ambiental local.

Esto nos lleva a comprender un poco los riesgos de dichos compuestos asi como

saber cudl es el trayecto que siguen en el cuerpo y por tanto como ingresan en el

cuerpo y su posible efecto en el organismo.
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1.3.1 TOXOCINETICA

La toxicidad por via dérmica depende de la rapidez con que el ingrediente activo
sea capaz de alcanzar la circulacion general, esto enfocado a sus propiedades
fisicoquimicas directamente ya que un ejemplo un compuesto altamente lipofilico
tiende a atravesar de una manera mas rapida y eficiente las barreras lipidicas del
cuerpo y de la toxicidad inherente al propio producto. Algunos ingredientes activos
se absorben escasamente por esta via (menos del 1%), mientras otros atraviesan
facilmente la barrera dérmica y la absorcién es practicamente total. La toxicidad
aguda por via dérmica se evalla mediante la determinacién experimental de la
DL50: dosis letal media, es decir, la dosis (mg/kg de peso del animal) que causa la
muerte del 50 % de los animales a los que se les ha administrado por aplicacion

sobre la piel.

Asi como la exposicion por la piel que puede darse mediante el &mbito laboral se
debe tener en consideracién factores como la via inhalatoria (ambiental) ya que el
material es altamente volatil y puede viajar por via aérea incluso de una ciudad a
otra y la persona inhala este material particulado, dependiendo del tamafio de las
particulas se puede inferir que esta via es mas importante ya que el ingreso a la
sangre es mas probable y rapido. También se puede entrar en contacto con
organoclorados por via alimentaria pero la absorcion de estos depende de maés

factores siendo los mas importantes la inhalatoria y cutanea.

Una vez absorbidos los organoclorados y sus metabolitos se distribuyen

rapidamente por todo los 6rganos y tejidos, aunque las concentraciones mas
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elevadas se alcanzan en el higado (donde sufren la mayor parte de sus
transformaciones y la mayoria de compuestos aqui se transforman en un compuesto
bioldgicamente activo) y los rifiones, antes de ser eliminados de manera
practicamente total por la orina y las heces. No obstante, los compuestos mas
lipofilico pueden almacenarse en pequefia proporcion en los tejidos grasos y el
tejido nervioso, dada su riqueza en lipidos, generalmente son liberados al hacer
dietas entre otras maneras que eliminan los depdsitos grasos del cuerpo, y debido
a esto como se menciona anteriormente debe tenerse en cuenta que la leche
materna en el embarazo usa las reservas de grasa de la madre para la formacion
de la leche y por esta razén también es una via de excrecion del cuerpo de este tipo

de compuestos.

Estos puntos son importantes no solo para el caso particular de los humanos ya que
una de las vias de exposicion es la alimentaria podemos hacer referencia a la
cadena alimentaria por lo que se tiene que abordar un tema muy importante “La
bioacumulaciéon” que es la capacidad de un organismo para concentrar algunas
sustancias en sus tejidos y por tanto también “la biomagnificacién” que se refiere al
aumento continuo de la concentracion de una sustancia en cada eslabén sucesivo
de la cadena alimenticia.?* También es definida como el aumento en la
concentracion de un quimico en el organismo a través del tiempo, con la
concentracion del mismo quimico en el ambiente. Este fendbmeno se da como

resultado de un almacenamiento mas rapido que la degradacion.?*
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Es importante abordar este tema debido a que no somos los Unicos expuestos a
dichos compuestos, ademas de la exposicién en vegetales también consumimos
productos animales que al igual que nosotros estan expuestos y almacenan en sus
organismos los compuestos y como se menciona anteriormente a traves del tiempo
y de los diferentes eslabones estas concentraciones pueden crecer hasta ser una

fuente de exposicion muy importante.

1.3.2 EFECTOS A LA SALUD

Existe evidencia epidemiolégica que hay una asociacion significativa entre la
exposicidén a compuestos organoclorados y los abortos espontaneos, el tiempo para
lograr el embarazo, los defectos de nacimiento, el retraso del crecimiento
intrauterino, ciertos canceres en la infancia, la espermatotoxicidad y el dafio

cromosomico.?!

La exposicion de un nifio a plaguicidas puede ocurrir tempranamente, tanto en la
fase prenatal como durante la lactancia con leche materna, llevando objetos

contaminados a su boca y por contacto cutaneo.

En los mamiferos (incluidos los humanos), los plaguicidas organoclorados en
niveles de concentracion de 1 a 5 mg por kilogramo de peso corporal, son capaces
de inducir la produccion de enzimas hepaticas para la transformacion de
compuestos toxicos y alterando su metabolismo, al mismo tiempo que hace al

receptor menos susceptible a los plaguicidas organoclorados.??
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El efecto sobre la salud humana de la exposicion a plaguicidas depende de
diferentes factores como el tipo de plaguicida y su toxicidad, la cantidad o dosis de
exposicién, la duracion, el momento de exposicion y la via por la cual ocurrié. Los
estudios epidemiolégicos han descrito las relaciones estadisticas entre la
exposicion prenatal y de los nifios a los plaguicidas en bajas dosis y el aumento de
la pérdida de embarazos y malformaciones congénitas. La exposicion cronica a
bajas dosis de algunos plaguicidas puede causar efectos adversos, como
problemas de desarrollo del sistema nervioso central, afectacion del sistema

inmunitario, desestabilizacion endocrina o cancer, (Zayas, 2007).

1.4 ANTECEDENTES DE ESTUDIOS EN LECHE MATERNA

La poblacién ha estado expuesta a compuestos organicos persistentes en el
ambiente y baja degradabilidad, lo que provoca que se bioacomulan por su
lipofilicidad en los depdésitos grasos, se biomagnifican atravez de la cadena
alimentaria. La leche y la sangre maternos son matrices relevantes para evaluar la
carga de contaminantes organicos persistentes en el organismo humano. Esta
informacion apoya para establecer medidas para disminuir las concentraciones de
estas sustancias en los alimentos, que son la principal fuente de exposicién para la

mayoria de las personas.
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Investigaciones realizadas en varias partes del mundo muestran que los habitantes
de zonas de agricultura intensiva donde se ha utilizado DDT, presentan mayor grado

de contaminacién que los pobladores de otras regiones. 42

La persistencia de residuos de los COP’s, se ha demostrado mediante estudios que
han evidenciado su presencia en niveles de concentracion significativamente altos
en leche materna humana. El DDE y DDT han sido los compuestos hallados en el
100 % de las muestras analizadas en todos los paises donde se efectuaron estos

estudios (Canada 1969, Italia 1973, Espafia 1977, Mexico 1990) .46

Las mayores concentraciones se han reportado antes y después de los 70’s, donde
era una practica comun el uso de este tipo de compuestos. Las concentraciones de
DDT que se reportaron en leche materna para paises como Estados Unidos y
Canada, (Ritsey, 1968) oscilaban entre 4 y 5 ppm, en Espafa (Hernandez, 1979)
su concentraciéon maxima fue de 10 ppm y en América latina se alcanzan valores
maximos de 76 ppm en Guatemala, 32 ppm en El Salvador (de Campos, 1971,
1974) y 13 ppm en México (Gladen and Rogal, 1989). De acuerdo con la tendencia
estas concentraciones bajaron afios después en que se dejaron de emplear dichos

compuestos (1985).43
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Minh et al. (2004) en su estudio en el sur y norte de Vietnam reporta concentraciones
medias de DDT’s en leche materna de 2100 y 2300 ng/g de grasa predominando el
DDE entre el 85 al 90%. Estos son los valores mas altos encontrados en el

continente asiatico, las cuales han disminuido en los ultimos 10 afos.

En México, el periodo de octubre de 2005 a febrero de 2006, se realizé el monitoreo
de leche materna en dos poblaciones de Yucatan, una de mujeres que presentaron
posparto temprano y la otra de mujeres que viven en una comunidad costera del
puerto de Chelem, Progreso y en la clinica de lactancia del Hospital Materno Infantil
de la ciudad de Mérida. En Chelem, 38 madres donaron muestras de 20 mL de leche
el 58 % reportaron ser originarias de Chelem, el 18 % nacieron en la ciudad de
Mérida, y el 27 % en otros estados de la Republica Mexicana; el 77 % tenia mas de
10 afios de residir en la comunidad. Los resultados mostraron que la mayoria de las

muestras contenian plaguicidas organoclorados, Tabla 1.

Tabla 1. Porcentajes e intervalos de concentracion encontrados en muestras de
leche de mujeres de Yucatan, México®®

COP reportado Porcentaje Intervalo de
concentracién(ng/g de
grasa)
p'p'DDE 84% 3041.46-5056.83
p'p'DDT 29% 209.75-123.09
o’p’'DDD A47% 51.03-35.84
3-HCH 66% 612.31-694.75
y-clordano 58% 576.51-240-31

En otro estudio realizado en Mérida, Yucatan (2009), las concentraciones de

plaguicidas organoclorados y PCB en la leche materna de 148 mujeres que vivian
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en Mérida fueron, en promedio, de 10 a 20 veces mas bajos que los de las mujeres
que viven en la costa de Chelem. Asi, la concentracion promedio de plaguicidas
totales en Mérida fue de 362 ng/g lipido contra 5123 de Chelem. La concentracién
de PCB totales en Mérida fue de 6.77 contra 1541 ng/g lipido de Chelem. La de

p,p’'DDE en Mérida fue de 241 contra 3041 ng/g lipido de Chelem.¢

En Sonora, estado que presenta ecosistemas de caracteristicas semidesérticas en
la mayor parte de su territorio (95%) con climas muy secos, altas temperaturas y
escasa precipitacion (INEGI, 2010), se han observado exposiciones en el sector
agricola. Se llevo a cabo un estudio en los valles agricolas de las localidades de El
Jupare, Pueblo Yaqui, Ejido 5 de Junio, Pesqueira y Caborca. Los resultados
mostraron que la poblacidn esta en situacién de exposicion crénica a plaguicidas
por la combinacion de varias condiciones de riesgo: los afios de trabajo que ha
dedicado a las actividades agricolas en campos donde existe probada presencia de
sustancias quimicas, las horas de trabajo que han dedicado a esta actividad
(minimo seis horas seis dias a la semana), la escasa distancia que separa los
campos agricolas de sus residencias, la poca informacién que poseen de los riesgos
a los que estan expuestos, a lo cual se suman las deficientes o nulas practicas de
cuidado y prevencion ante tales riesgos en su vida cotidiana (hogar y trabajo). Los
resultados de los residuos de plaguicidas encontrados en los fluidos corporales de

los encuestados se afiaden a la confirmacion de su exposicion.
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En estudios publicados en la revista de Ginecologia y Obstetricia de México en el
afio 2000, destacan estudios y como el caso de pacientes del Hospital Estatal de
Ginecologia y Obstetricia del Instituto de Salud del Estado de Aguascalientes donde
se analizaron varios tejidos de las pacientes (tejido graso, leche materna, sangre
materna y de cordon umbilical) donde se encontraron cantidades importantes de
plaguicidas organoclorados en todas las matrices. En leche materna se
encuentraron cantidades desde 7.6 a 10271 para DDT, y de 10 a 24 ng/g base

lipidica para Dieldrin.

Se analizé el contenido de plaguicidas organoclorados en treinta y siete muestras
de leche humana de madres provenientes de dos zonas distintas de la ciudad de
México, entre los afios 1997 y 1999. Los analisis de realizaron por cromatografia de
gases, utilizando columna capilar y detector de captura de electrones. Los
resultados encontrados en el hospital de la zona 1, presentaron los siguientes
porcentajes de ocurrencia y concentracion, expresados en mg/g base grasa: b-
Hexaclorociclohexano, b-HCH: (37,8%, 0,70); dieldrin (62,2%, 1,74); aldrin (54%,
0,30); heptacloro (48,6%, 0,40); p-p’ DDT (37,8%, 1,11); p-p’ DDE (32,4%, 1,06). En
el hospital de la zona 2, zona suburbana, se encontré: b-HCH (65%, 0,53); aldrin
(76,9%, 0,06); heptacloro (38,4%, 0,13); p-p’ DDT (26,9%, 0,18); p-p’ DDE (96,1%.,

0,65).53
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1.5 ALIMENTACION Y CONTENIDO DE GRASA EN LA LECHE MATERNA

La lactancia es, en la vida de la mujer, un periodo més agotador que el propio
embarazo y sus necesidades energéticas y nutritivas son muy elevadas (debe
ingerir 500 calorias extra cada dia debido al esfuerzo metabdlico que implica la

produccion de leche).

En este caso es el bebé con la succion que ejerce al alimentarse es quien regula la
cantidad de leche producida, esto quiere decir, que cada hijo establece una perfecta
“simbiosis” con su madre: si se trata de leche rica en grasa, se regula una
produccién menor; por el contrario el bebé generara mayor succién y estimulara una

mayor cantidad de leche cuando ésta sea pobre en grasas.

Para compensar las pérdidas nutritivas que sufre la madre sélo hay un medio: una
alimentacion adecuada que se mantendrd mientras dure la lactancia. Esto no
significa que se deba comer en exceso, sino que la dieta se adapte a sus nuevas

necesidades.

Con ello, se evitar4 que las madres engorden durante esta época (algo habitual)
como consecuencia de habitos alimentarios incorrectos adquiridos durante el
embarazo. Conviene controlar periodicamente el peso de la madre lactante, con el

fin de elevar o rebajar las calorias de la dieta si el peso disminuye o aumenta.
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No obstante, en ningun caso se ha de iniciar en este periodo una dieta
excesivamente baja en calorias (es decir, menor de 1500 calorias diarias), ya que

las demandas nutritivas son muy elevadas.

Ademas, la madre que da el pecho emplea las reservas de grasa acumuladas
durante el embarazo para la produccién de leche, la supervisora de Neonatologia
de Clinica Santa Maria, Providencia, Region Metropolitana, Chile, explica que las
grasas presentes en la leche estan directamente ligadas con las grasas consumidas
por la madre. Por tanto una alimentacion adecuada es necesaria para recuperar
progresivamente el peso previo al embarazo asi como ofrecer la mejor calidad de

alimento para el lactante. 4°

Dicho esto, la leche materna, se ha estudiado a nivel cientifico y se ha podido ver
que su composicion nutrimental, es distinta no solamente entre la leche de una vaca
y la leche de ser humano, sino también cambia de mama a mama, segun un estudio
publicado por la revista Scientific American (His milk, her milk, 2012). El sexo del
bebé es un factor importante o incluso la leche materna de un prematuro sera

distinta a la de un bebé a término.>!

Una dieta hipocalérica estricta es totalmente desaconsejable porque puede reducir
la cantidad de leche producida y conducir a un estado de malnutricion en la madre.
La alimentacion de una madre en etapa lactante es recomendable que cumpla con

los siguientes puntos para garantizar una correcta nutricion del bebé, asi como que
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la madre no tenga repercusiones ni falta de energia, asegurando asi niveles 6ptimos

de nutrientes, grasas y elementos benéficos de la leche materna:

La alimentacion deberd ser lo mas variada posible, para que resulte completa y

equilibrada“.

Las necesidades de proteinas son el doble que en condiciones normales. Una gran
parte deberan ser de origen animal y se dar& preferencia a las carnes con bajo
contenido de grasas tal es el caso de alimentos provenientes de aves, pescado

blanco y azul, huevos, leche y a otros derivados poco grasos.

Aumentar la cantidad de alimentos ricos en hidratos de carbono complejos, como

cereales (pan, arroz, pasta), patatas y legumbres.

Se debe tener control en la ingesta de grasas (aceites, mantequilla, etc.) ricos en

acidos grasos esenciales y vitamina E“°.

Las vitaminas A, D, E, C, B1, B2 y acido folico se requieren en mayor cantidad. Por
ello, ademés de carnes y lacteos, ricos en vitaminas B1 y B2, es imprescindible
consumir verduras y fruta fresca que aportan beta-carotenos, acido folico y vitamina
C. Se aconseja que una pieza de fruta al menos sea rica en vitamina C (citricos,
meldn, frutas tropicales, fresas). También conviene incluir verduras cocidas en
combinacion con primeros platos 0 como guarnicion de los segundos, para cubrir el

aporte de dichas vitaminas y el de la fibra necesaria para la madre.
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Como los lacteos son la principal fuente de calcio y este mineral es componente
indispensable de la leche materna y evita la desmineralizacion de la madre, se
deben tomar al menos 3/4 de litro de leche cada dia, o bien medio litro de leche y
otros lacteos (yogures, cuajadas, quesos poco maduros o fermentados, postres
lacteos, purés y cremas elaborados con leche, queso fresco en ensaladas,

bechamel...)*.

La leche utilizada en la preparacion de platos sera preferiblemente desnatada. La
del desayuno y merienda puede ser entera 0 semidesnatada, por su aporte de

vitaminas Ay D.

Ha de asegurarse un buen aporte de liquidos: zumos, infusiones y sobre todo agua,

ya que la leche materna contiene un 85%-90% de agua que se debe reponer.

Las bebidas alcohdlicas estan contraindicadas porque la concentracion de alcohol

en la leche es la misma que la del plasma materno.

Moderar el consumo de bebidas excitantes (café, té, refrescos con cafeina), evitar
el tabaco y algunos farmacos, ya que sus componentes pasan a la leche. Conviene
leer bien los prospectos de los medicamentos y consultar al médico antes de

tomarlas.
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Excluir de la dieta los alimentos que proporcionen mal sabor a la leche: ajo, cebolla,
rabanos, esparragos, col, coliflor, coles de Bruselas, embutidos fuertes y especias

en general.*°

Este tipo de alimentacion es recomendable para mejorar la calidad de la leche para
aportar al lactante los nutrientes necesarios mencionados en capitulos anteriores,

siempre en cantidades recomendadas para evitar problemas de salud del lactante.*°

1.6 METODOS DE ANALISIS DE GRASAS EN LECHE

El contenido de grasa de la leche y los derivados lacteos puede determinarse por
medio de diversos métodos. Su determinacion es muy importante en el control de
calidad de la industria lactea, tanto para cuantificar su contenido nutricional como
para detectar adulteraciones fraudulentas. Los métodos quimicos tradicionalmente
utilizados para la determinacién de la materia grasa en lacteos se basan en medir
la grasa separada, después de destruir su estado globular, o mediante la extraccion

de la grasa por medio de un disolvente.?8

La grasa existe en la leche en forma de emulsién que se estabiliza por medio de los
fosfolipidos y las proteinas. El método Gerber se basa en la ruptura de la emulsion
por la adicion de acido sulfarico concentrado. La grasa libre puede separarse por

centrifugacion por la adicién de una pequefia cantidad de alcohol amilico, el cual
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actlia como un agente tensoactivo que permite la separacion nitida de las capas de
grasa y la capa acido-acuosa. Asi como mas métodos son empleados para la
determinacion de grasas en la industria alimentaria, el mas usado sigue siendo el

método Gerber.26

1.6.1 CREMATOCRITO

Este método es un poco mas simple que el anterior se basa en el fundamento de la
técnica de microhematocrito de la sangre, donde en el caso de la sangre, los
glébulos rojos se separan del resto de los componentes sanguineos, en este caso

las micelas de grasa se sedimentan con proteinas y forman la crema.

Se aplica la fuerza centrifuga para separar la grasa de la leche y conocer el
contenido de grasa total en leche materna (madura). Este método al ser mas simple
es un tanto mas practico sin embargo se requiere de equipo espectrofotométrico de
alta sensibilidad para determinar la concentracioén final de cada componente ya que,
las grasas tienen una longitud de onda caracteristica de 3.5 um, las proteinas de

6.5 umy la lactosa de 9.5 um.

Para ello primero se introducen aproximadamente 60 pL de leche en un tubo capilar,

se sella un extremo con plastilina y se centrifuga en un equipo para capilares a
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30009 durante 3 minutos, después se lee el sobrenadante con una escala de micro
hematocrito y el precipitado posteriormente el valor de Crematocrito se determina

con la siguiente formula:
Crematocrito=a/(a+b) x100

Donde:

a= lectura de la crema o sedimento en cm

Y b= lectura del sobrenadante. 3!

1.6.2 ROSE GOTTLIEB (METODO DE REFERENCIA)

El contenido en materia grasa se determina por extraccion de la materia grasa de
una solucién amoniacal-alcohdlica de la muestra con ayuda de Eter Etilico y de Eter
de Petréleo, evaporacion delos disolventes, pesada de los residuos y célculo en

porcentaje de la muestra, segun el métodoRose-Gottlieb.?’

Los volumenes etéreos conteniendo la grasa disuelta se vuelcan o sifonan a un
matraz de bola previamente tarado. Se hacen cuatro o cinco extracciones y luego
se evaporan los solventes y se determina la grasa extraida por pesada. El alcohol
etilico, soluble en aguay éter, permite que este Ultimo entre en contacto mas intimo

con la grasa?’.
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En los productos lacteos permite ademas la precipitacion de la caseina en forma
muy finamente dividida y por consiguiente la rapida disolucion de ésta en el
hidréxido de amonio. El éter de petréleo reduce la solubilidad del agua en el éter

etilico y previene la extraccion por el éter de materiales.

1.7 DESARROLLO Y VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Para el desarrollo de un método analitico se deben tener en cuenta las
caracteristicas del analito a valorar en nuestro caso como la mayoria de los
compuestos organoclorados se depositan en las matrices lipofilicas se parte de
estudios donde especifican que estos se encuentran reportados en ng de analito/ g
de matriz lipofilica (grasa). Por lo que en nuestro caso particular es importante
determinar la cantidad de grasa en la leche materna para evaluar el potencial riesgo

de contaminacion a lactantes por medio de la ingestion de leche materna.

Partiendo de esto se requiere de un método validado y para los métodos actuales
las cantidades de leche usadas son grandes e imposibles de obtener de una madre
donadora se requiere un método confiable y preciso donde se usen menores

cantidades de leche humana para su analisis.

Por ello se requiere de una validacion que esta definida como “El proceso por el

cual se establece, mediante estudios de laboratorio, que las caracteristicas de

32



desemperfio del método cumplen con los requisitos para las aplicaciones analiticas

previstas.38

Implica la demostracion de la determinacion de las fuentes de variabilidad y del error
sistematico y al azar de un procedimiento, no solo dentro de la calibracién sino en

el andlisis de muestras reales.38

El protocolo de validacién del método analitico debe especificar:
e El proposito y el alcance
¢ Responsabilidades y competencias del equipo de trabajo
e Meétodo de ensayo normalizado y documentado (los pasos del método no

pueden ser modificados durante la validacion)

1.7.1 PARAMETROS DE VALIDACION

REPETIBILIDAD: Precision obtenida bajo las mismas condiciones de operacion en
un intervalo corto de tiempo (mismo dia), por un mismo analista, en la misma
muestra homogénea y en el mismo equipo. La guia de validacion de métodos
analiticos del colegio de QFB establece que se realicen mediciones minimo por
triplicado en un mismo dia para evitar variaciones por condiciones climaticas asi
como reducir el error entre estas, para que entre mediciones el coeficiente de
variacion no exceda el 5% para poder aceptar que un método a validar es repetible,

esto enfocado a métodos con matrices bioldgicas.
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PRECISION: al grado de concordancia entre resultados analiticos individuales
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una
muestra homogénea; se evalla como repetibilidad y reproducibilidad, para esto al
igual que en el punto anterior la guia de validacion refiere que se realicen pruebas
minimo por triplicado y que el coeficiente de variacion entre estas medidas no

exceda el 5%, establecido para métodos bioanaliticos.

EXACTITUD: a la concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el valor

de referencia.

REPRODUCIBILIDAD: Expresa la precision entre laboratorios como resultado de
estudios interlaboratoriales disefiados para estandarizar la metodologia, La guia de
validacion del colegio de QFB establece para este caso particular que las pruebas
donde se comparen dos métodos uno desarrollado con uno ya validado debe
cumplir con el criterio de aceptacion de métodos analiticos que involucren matrices

bioldgicas, donde dice que el CV debe ser menor a 5%.
ROBUSTEZ: Medida de la capacidad de un procedimiento analitico de permanecer
inafectado por pequefias pero deliberadas variaciones en los parametros del

meétodo y provee una indicacion de su fiabilidad en condiciones de uso normales.

Cuando se evalla un método que va a ser comparado con otro ya validado se

determina la incertidumbre y la precision del método. Se calcula el coeficiente de
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variacion y la desviacion estandar o desviacion tipica definidos de la siguiente

manera.*!

DESVIACION ESTANDAR: es una medida del grado de dispersion de los datos con
respecto al valor promedio. Dicho de otra manera, la desviacion estandar es

simplemente el "promedio” o variacion esperada con respecto a la media aritmética.

La desviacion estandar puede ser interpretada como una medida de incertidumbre.
La desviacion estandar de un grupo repetido de medidas nos da la precision de
éstas. Cuando se va a determinar si un grupo de medidas esta de acuerdo con el
modelo teodrico, la desviacion estandar de esas medidas es de vital importancia: si
la media de las medidas est4 demasiado alejada de la prediccion (con la distancia
medida en desviaciones estandar), entonces consideramos que las medidas
contradicen la teoria. Esto es coherente, ya que las mediciones caen fuera del rango
de valores en el cual seria razonable esperar que ocurrieran si el modelo tedrico
fuera correcto. La desviacion estandar es uno de tres parametros de tendencia
central; muestra la agrupacién de los datos alrededor de un valor central (la media

o promedio).%’

C.V.: En estadistica, cuando se desea hacer referencia a la relacion entre el tamafio
de la media y la variabilidad de la variable, se utiliza el coeficiente de variacion. Su
formula expresa la desviacion estandar como porcentaje de la media aritmética,
mostrando una mejor interpretacion porcentual del grado de variabilidad que la

desviacion tipica o estandar.

35



Por otro lado, presenta problemas ya que a diferencia de la desviacion tipica este
coeficiente es variable ante cambios de origen. Por ello es importante que todos los
valores sean positivos y su media dé, por tanto, un valor positivo. A mayor valor del
coeficiente de variacibn mayor heterogeneidad de los valores de la variable; y a
menor C.V., mayor homogeneidad en los valores de la variable.%’

Existen diferentes formas de evaluar la precision: repetibilidad, precision intermedia,

reproducibilidad.

En términos generales la precision, debe determinarse, analizando un nimero
suficiente de alicuotas, que permitan calcular estadisticamente la desviacidn
estandar y la desviacion estandar relativa. Se recomienda llevar a cabo un total de
nueve determinaciones, que cubran el intervalo especificado en el procedimiento.
Otra forma de evaluarlo es, analizando por lo menos seis muestras independientes

a la concentracion normal de trabajo.*®

Hay diferentes criterios de aceptacion dependiendo de la matriz y del equipo de medicién,
en el caso de la repetibilidad y la precisién intermedia la desviacidn estandar relativa, es el
parametro de comparacién para evaluar la precisién del sistema o del método analitico y
debe ser menor o igual al 2%, y en algunos casos puede ser igual o menor del 3%. La
reproducibilidad, se obtiene al realizar el procedimiento repetidas veces en un intervalo

corto y sin que haya diferencias significativas entre los resultados.?
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1.8 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La leche materna es la mas importante fuente de nutrientes (proteinas,
carbohidratos, grasas y vitaminas), factores inmunoldgicos y otros constituyentes
importantes para los bebés. Desafortunadamente, no esta libre de contaminantes,
siendo una de las principales vias de eliminacion de plaguicidas organoclorados del
cuerpo de las madres y al mismo tiempo la principal fuente de exposicién a estos
contaminantes por los bebés. Los plaguicidas organoclorados (OCI) se depositan
en lipidos y al ser estos un componente muy importante de la leche materna el

peligro de contaminacion del bebé por via alimenticia es muy alto.

Para evaluar la exposicion de los bebés a éstos compuestos, es necesario
determinar su concentracion en leche materna expresando los resultados por el
contenido de grasa en cada muestra. Los métodos convencionales para la
determinacion de grasa en leche comercial, utilizan volimenes que dificilmente se
obtienen de las voluntarias que participan en los estudios ya que generalmente
donan cantidades pequefias que no son suficientes para el andlisis requerido,
motivo por el cual es necesario desarrollar un micrométodo que sea reproducible
con los métodos normalizados para emplearlo en la investigacion en poblaciones

expuestas y al mismo tiempo reducir el uso de reactivos, residuos y costos.
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HIPOTESIS, OBJETIVOS Y METAS

HIPOTESIS

El micrométodo que se desarrollara en la Facultad de Quimica de la UAEMex,
tomando como base el método Gerber, sera eficaz y preciso para la determinacion

de grasa en muestras de leche materna humana.

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar y estandarizar un micrométodo para cuantificar el contenido de en
muestras de leche materna humana y aplicarlo en dos poblaciones del Estado de

México (Tenancingo y Toluca).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Desarrollar un micrométodo para cuantificacion de grasa en un volumen menor

a 2 mL de leche de vaca basado en el método Gerber de la NOM-155-SCFI-2003.

2.- Determinar la precision y reproducibilidad del micrométodo.

3.- Adaptar la estandarizacién del micrometodo desarrollado a partir del calculo de

trazabilidad.

4.- Determinar el contenido de grasa en muestras de leche materna humana.
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5. Realizar los analisis estadisticos para determinar las diferencias entre ambas

poblaciones de estudio.
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CAPITULO 2: METODOLOGIA

En el presente trabajo se desarrollé6 un micrométodo para la cuantificacion de la
grasa contenida en leche materna que cumpla con los criterios de validacion para
muestras bioldgicas, tomando como base el método Gerber descrito por la NOM-
155-SCFI-2003, “Leche, formula lactea y producto lacteo combinado-
denominaciones, especificaciones fisicoquimicas, informacion comercial y métodos
de prueba”, ademas de la NMX-F-387-1982. “Alimentos. Leche fluida determinacién

de grasa butirica por el método de Gerber”.

2.1 MATERIALES

Butirdmetro de Gerber de 0 a 8% con tapdn de hule
Una centrifuga de Gerber.

Pipeta de 11 mL volumétrica para Leche.

Pipeta de 10 mL volumétrica bola de seguridad.
Pipeta de 1 mL volumétrica con bola de seguridad.

Bario Maria.

2.2 REACTIVOS

Todos los reactivos que se indican deben ser grado analitico.
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Acido sulfurico puro, de peso especifico 1,820 +/- 0,005 a 20°C aproximadamente
al 90%, libre de 6xido de nitrégeno y otras impurezas. Se puede preparar a partir de
H2S04 98% w/w, midiendo aproximadamente 908 mL, mas 160 mL de agua

(verificar sisteméticamente el peso especifico del acido sulftrico).

Alcohol amilico 98% v/v, densidad a 20°C de 0,808 a 0,818 g/mL. En lugar de
alcohol amilico se puede utilizar alcohol iso-amilico libre de grasa y furfurol, de peso

especifico de 0,810-0,812 a 20°C.

Tanto el acido sulfarico como el alcohol de cada lote debe someterse a un control
de pureza, colocando en un butirémetro, 11 mL de agua destilada, afiadir 10 mL de
acido sulfurico y 1 mL de alcohol amilico, cerrar el butirbmetro y centrifugar durante
3 minutos. Después de 24 h de reposo, no debe observarse ningun trozo de grasa

visible en la superficie.?®

2.3 PREPARACION DE LA MUESTRA
Para la estandarizacion del método se analizaran muestras de tres diferentes
marcas de leche pasteurizada, tres de leche bronca y una muestra compuesta de

leche materna.

Antes de analizar las muestras de leche deben atemperarse a 20°C. Es preciso

alcanzar esta temperatura, porque todas las pipetas aforadas estan calibradas a
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20°C. Si a 20°C no se obtiene un buen reparto de la materia lipidica, se calienta la
muestra de 35°C-40°C, se mezcla con cuidado y se enfria rapidamente a 20°C *

2°C.

Una vez atemperada a 20°C, las muestras de leche se deben mezclar
cuidadosamente, para evitar la formacion de espuma, y permitir un reparto

homogéneo de la materia grasa, inmediatamente proceder a la determinacion. 26

2.4 PROCEDIMIENTO DEL METODO GERBER

Colocar los butirometros limpios y secos en una gradilla, se introducen en cada uno
de ellos 10 mL de acido sulfdrico, usando la pipeta volumétrica, cuidando de no

impregnar el cuello y las paredes del butirometro.

Mezclar la muestra a analizar, invirtiendo el recipiente tapado en tres o cuatro
tiempos e inmediatamente medir 11 mL de leche (realizar el analisis por duplicado),

depositandola en los butirometros, de la siguiente manera:

La punta de la pipeta debe estar apoyada en posicién oblicua (aproximadamente en
angulo de 45°) contra la pared interna del cuello del butirometro, para permitir que
la leche se deslice alo largo del vidrio y se superponga al acido sulfarico sin producir

rastros de ennegrecimiento (evitar que el acido y la leche se mezclen, Fig. 1).26
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' o [ 1
Fig. 1 Butirometro con el 4cido y leche adicionados.
Para terminar, se aflade 1,0 mL de alcohol amilico dentro de cada butirdmetro por
medio de la pipeta volumétrica de 1mL. Tapar el butirébmetro, utilizando el pulsador

como punto de presion (Figura 2).26

Fig. 2 Butirometro con los tres componentes.

Agitar los butirbmetros en dos tiempos; en un primer tiempo se debe realizar una
agitacion vigorosa, sin interrupcion y sin inversiones, hasta conseguir que la leche

y el acido sulftrico se mezclen y la proteina se disuelva (Fig. 3).2¢
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Fig. 3 Butirdmetro después de agitarse.

Posteriormente invertir los butirometros de 6 a 8 veces, permitiendo que el 4cido de
la seccion de la escala graduada y el de la ampolla terminal se mezcle. La agitacién

termina cuando no queden vestigios de caseina sin disolver.2®

Durante esta operacion se recomienda tener el Butirdmetro envuelto en una tela, ya

gue la mezcla de &cido sulftrico con la leche ocasiona una reaccién exotérmica.2®

Calentar los butirometros en el bafio Maria a una temperatura entre 60 a 65°C
durante 15 min. Al finalizar este tiempo sacar los butirbmetros y secarlos, (Figura.

4)26

Y,
Fig. 4 Se introducen los butirometros al bafio maria.
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Inmediatamente centrifugar durante 5 minutos, a la velocidad de 1000 a 1200 rpm.
Una vez concluida la centrifugacion, colocar los butirdmetros, con la escala hacia
arriba, en un bafio Maria a 65°C, durante 5 a 10 minutos (tiempo necesario para
permitir la separacion total de la grasa), es imprescindible que la capa de la grasa

en la escala se mantenga enteramente inmersa en el agua caliente (Fig. 5).%°

Fig. 5 Se sacan de la centrifuga con cuidado.
Remover el butirbmetro del bafio de agua y alzarlo verticalmente hasta que el
menisco de la columna de grasa esté al nivel de los ojos. Ajustar la columna de
grasa, girando con cuidado el tapdn hasta colocar los limites de la capa de grasa
dentro de la escala, haciendo coincidir la parte inferior de la capa de grasa con una

de las divisiones de la escala del butirémetro (Fig. 6).2¢
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La diferencia entre esta division y la correspondiente al menisco de la parte superior
de la capa de grasa, indica el contenido de grasa de la leche en porcentaje wiv,
repetir la centrifugacion por 5 minutos y leer el resultado. Como se ilustra en la figura

728,

Fig. 7 Division entre la grasa y el material de analisis.

2.5 CALCULOS Y EXPRESION DE RESULTADOS

El contenido de grasa presente en la muestra, expresado en porcentaje, se calcula
de la siguiente manera:
B-A
Doénde:
A es la lectura al inicio de la columna de grasa.
B es la lectura de la parte superior de la columna de grasa

El resultado se expresa directamente en por ciento de la grasa contenida en la leche

(% w/v) es decir g de grasa/100 mL de leche.

Para convertir el resultado expresado en peso/volumen (w/v), se divide el valor
numeérico de la lectura entre la densidad de la leche. Expresando el resultado en

(w/w), es decir gramos/100 g de leche.?®
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2.6 OBTENCION DE LAS MUESTRAS

La toma de la muestra se llevo a cabo en las instalaciones de los hospitales General
Tenancingo “Miguel Hidalgo y Costilla” y el Hospital Materno Infantil “Mdnica
Pretelini de Pefa” ambos de la dependencia del Instituto de Salud del Estado de

México, con todas las medidas de higiene del caso.

Se le indicé a la madre donante el uso de bata estéril con abertura hacia delante,
gorro y tapaboca. Luego del lavado de manos con agua y jabon, lavado de mamas
con agua y secado con gasa estéril, se procedi6 a la toma de muestra, para el efecto
se utilizdé un procedimiento referido como “extraccion manual”, el cual consistio en
extraer la leche sin la utilizacion de ninguna bomba de succién. La donadora realiza

con las manos movimientos circulares y realizando presion sobre la areola.

Las muestras se depositaron en recipientes de vidrio ambar con tapa de baquelita,
estériles, para luego ser transportadas en un contenedor con hielo hasta el
laboratorio de la Facultad de Quimica UAEMex, también se realizaron encuestas
para determinar la alimentacion de las dos regiones, edad de la madre, meses del
neonato para asegurar que las donadoras se encuentren en el primer trimestre de
lactancia y lugar de procedencia para evaluar el grado de exposicion a

organoclorados de las madres implicadas.
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2.7 DESARROLLO DEL MICROMETODO

Se usaron cantidades de reactivos proporcionales (5%) bajo las condiciones

establecidas por la NOM-155-SCFI-2003

-550 pL de Leche bronca de vaca

-500 pL de acido sulfarico al 90%

-50 pL de alcohol amilico

Al inicio para establecer los parametros de validacion se realizaron analisis con 3
muestras de leche bronca de vaca y 3 con muestras de leche pasteurizada. Se
analizaron 4 muestras por dos analistas, obteniendo variaciones en los resultados,
esto debido a que se siguié la norma actual que cambié las condiciones con
respecto a la anterior, debido a esto se hicieron modificaciones y se siguieron los
pasos de la NMX-F-387-1982, donde se establece alcohol iso-amilico y no alcohol
amilico, al igual mencionaba que debe volver a introducirse al bafio después de

centrifugar.

También surgieron inconvenientes con la graduacién de los tubos para obtener un
resultado porcentual real, ya que se usaron como primera instancia tubos
eppendorf, no resultd ya que la graduacion de estos no permitia una lectura

correcta.
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Posteriormente se prob6 con tubos de ensaye de 13x100 sin obtener buenos
resultados, como consecuencia se probaron tubos conicos de vidrio graduado pero
la centrifuga con la que se contaba no estaba apta para estos tubos y como
consecuencia a dichas pruebas fallidas se usaron tubos de hematologia wintrobe
ya que su graduacién permitié leer a la perfeccidon la cantidad de grasa en las

muestras y asi obtener un resultado porcentual real.

2.8. ESTANDARIZACION DEL MICROMETODO

2.8.1 PRECISION

La prueba se realiz6 por sextuplicado utilizando leche bronca de vaca comprada en
tres localidades y de leche pasteurizada de tres marcas diferentes. Se calculé la
media, desviacidon estandar y coeficiente de variacion los resultados se muestran en

la Tabla 1 en el capitulo 3.

2.8.2 REPRODUCIBILIDAD

Se realizaron los analisis por triplicado del contenido de grasa en leche materna
obtenida del banco de leche del Hospital General Tenancingo “Miguel Hidalgo vy
Costilla”. La determinacion se realizdé en dos dias diferentes y por dos analistas,
como lo sugiere la “Guia de validacion de métodos analiticos del colegio de QFB”.
Se calcul6 la media, desviacién estandar y coeficiente de variacion por analista y

total.
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2.8.3 TRAZABILIDAD

La trazabilidad que es definida por la Organizacion Internacional para la
Estandarizacion como la propiedad del resultado de una medida o del valor de un
estdndar donde éste pueda estar relacionado con referencias especificadas,
usualmente estandares nacionales o internacionales, a través de una cadena
continua de comparaciones todas con incertidumbres especificadas (ISO
9001:2008), que para nuestro caso es la comparacion entre el Departamento de
Farmacia (micrometodo desarrollado) y el laboratorio de Quimica Ambiental que

cuenta con el certificado emitido por la EMA, como referencia estandar.

Las determinaciones se realizaron por cuadruplicado utilizando leche materna y se
calcul6 una t de student para comprobar si no habia diferencias significativas entre
las determinaciones realizada entre los dos métodos, para este fin la Guia de
Validaciéon de métodos Analiticos del colegio de QFB en su punto 8.7 pp 30 donde
especifica que para la metodologia se necesitan analizar las muestras minimo por
triplicado para evaluar los resultados interdia, asi como por dos analistas en dias

distintos, los cuales deben usar los mismos equipos y condiciones.

Y ya que la NOM-177-SSA1-2013 define como reproducibilidad a la precision de un
método analitico que expresa la variacibn obtenida entre determinaciones

independientes realizadas en el mismo laboratorio, pero en diferentes condiciones
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de analisis, tales como dias, equipo, columnas o analistas se realizan varias

determinaciones por triplicado por dos analistas en dos dias distintos.
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CAPITULO 3: RESULTADOS Y DISCUSION

Los pasos que se siguieron en el desarrollo del micrométodo para la cuantificacion
de grasa en leche materna utilizando voliumenes inferiores a 2 mL fueron los

siguientes:

1.- Se depositan en tubos de ensaye de 13x100, 500 pL de &cido sulftrico al 90%

cuidando que el acido no roce las paredes del tubo.

2.- Por las paredes del tubo se agrega lentamente 550 uL de leche bronca de vaca.

3.- Se adicionan al tubo 50 pL de alcohol amilico.

4.- Se agita para mezclar perfectamente.

5.- Con una pipeta Pasteur de vidrio de talle largo transferir todo el contenido de los

tubos a los tubos wintrobe.

6.- En Bafio Maria previamente calentado a una temperatura entre 60-65 °C

introducir los tubos wintrobe durante 15 min.

7.- Centrifugar los tubos wintrobe durante 2 min a 1100 rpm.

8.- Introducir nuevamente los tubos al bafio maria entre 60-65 °C durante 5 min.

9.- Observar la separacion de la grasa y realizar los calculos para determinar la

cantidad de grasa obtenida.
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Nota: los tubos tienen una capacidad de 1.2 mL y una graduacion de 1 a 12 por lo

que cada linea es proporcional a 0.1 mL o 100 pL y sabiendo esto:

Volumen total de leche 550 pL = 100 %

Lectura obtenida de grasa = X%

3.1 TECNICA ESTANDARIZADA

Se realiz6 la estandarizacion utilizando leche bronca de vaca, con el propdsito de
establecer las condiciones Optimas de analisis y comparar los valores obtenidos con
el micrométodo con valores conocidos ya que se usaron tanto leche bronca, para
determinar variabilidades, asi como leches comerciales con valores reportados en
marbete como referencias y apreciar que los valores experimentales correspondan
a los valores reportados en marbete, para después realizar los andlisis con las

mejores condiciones con leche materna.

3.2. PRECISION DEL MICROMETODO

Los resultados de la precisiéon del método se muestran en la tabla 1, donde se
observa que el contenido de grasa promedio obtenido en la leche bronca fue de
3.3% y el de la leche envasada del 4.0%, habiendo mayor variabilidad en esta
altima. Al determinar el coeficiente de variaciéon para cada muestra se obtuvieron
valores menores al 5%, establecido asi por la guia de validacion del colegio de QFB

de México como criterio de aceptacion para métodos con matrices bioldgicas, un
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valor promedio de 3.2 % en leche bronca y de 3.9 % en leche envasada, lo que

indica que el método es repetitivo.

En el Departamento de Alimentos y Biotecnologia de la UNAM, reporta que han
encontrado para la leche entera un contenido de grasa en un intervalo entre 3,5y el
5% y para leches descremadas de menos del 0.5% donde se puede apreciar que

los valores encontrados en este estudio concuerdan con el valor de referencia.

Por otro lado la Universidad de Zulia, Facultad de Ciencias Veterinarias, de
Venezuela en su documento “Catedra de Ciencias y Tecnologia de la Leche”
(Maracaibo, 2004) nos ofrece datos para la leche bronca o cruda y menciona que
el contenido de grasa puede variar de menos de 3 % a mas de 6 %, dependiendo
de la raza, y la alimentacion, obteniendo en promedio de 4.1 % de grasa para la
leche producida en el Estado Zulia®, valores cercanos a los obtenidos en este
estudio (3.3%). Cabe resaltar que las comunidades de donde provenian las
muestras son areas rurales del Estado de México donde las vacas son alimentadas

principalmente por pastoreo.
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Tabla 1. Contenido de grasaen las muestras de leche comercial y leche bronca

de vaca con el micrométodo desarrollado.

Prom. C.V.
Procedencia M1 M2 M3 M4 M5 M6 S
%
Agropecuaria
3.36 3.28 |3.18 |352 |3.18 3.18 3.335 0.1436 4.307
Tenancingo
Comunidad
3.25 3.42 3.45 |3.36 |3.34 3.34 3.3425 0.0704 2.106
Tepoxtepec
Calimaya 3.28 340 |3.30 |332 |3.13 3.32 3.2825 0.1132 3.450
Leche
3.26 3.44 |3.46 |3.36 | 3.08 3.12 3.285 0.1552 4,725
comercial 1
Leche
3.26 3.36 |3.38 [352 |3.16 3.26 3.325 0.1535 4.616
comercial 2
Leche
5.38 5.23 5.26 |5.46 |5.54 5.36 5.4025 0.1322 2.44
comercial 3

NOTA: resultados en porcentaje (% w/v) de leche, M= muestra, S= desviacion

estandar y CV= coeficiente de variacion.

Para el caso de las leches comerciales, las marcas comerciales 1y 2, los marbetes
indicaban un contenido de grasa de 3.3 g/100 mL (3.3 %) y para la marca comercial

3 que se trataba de una leche fortificada con vitaminas, minerales y otros
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componentes que refuerzan la nutricion de los nifios, reportaba en su marbete 5.5
g de grasas contenidas en porciones de 100 mL (5.5%). Como puede observarse
en la Tabla 1, el contenido de grasa determinado en el laboratorio con el
micrométodo coinciden, por ejemplo para la marca comercial 3, se obtuvo un

promedio de 5.4 % y un intervalo de entre 5.23 a 5.46 %.

3.2.1 REPRODUCIBILIDAD

Como se observa en los resultados de la Tabla 2, los valores obtenidos para el
contenido de grasa en la leche materna estuvieron en un intervalo entre 2.46 a 2.84
con un promedio de 2.6764 % y el coeficiente de variacién promedio fue de 3.36 %,
valor menor al 5% por lo que se cumplen con los criterios de aceptacion establecidos
por la guia de validacién de métodos analiticos del Colegio de QFB de México para
métodos biolégicos, en su punto 8.7 pp 30, donde especifica que para la
metodologia se necesitan analizar las muestras minimo por triplicado para evaluar
los resultados interdia, asi como por dos analistas en dias distintos, los cuales
deben usar los mismos equipos y condiciones. Y ya que la NOM-177-SSA1-2013
define como reproducibilidad a la precisién de un método analitico que expresa la
variacion obtenida entre determinaciones independientes realizadas en el mismo
laboratorio, pero en diferentes condiciones de analisis, tales como dias, equipo,
columnas o analistas se realizan varias determinaciones por triplicado por dos

analistas en dos dias distintos.
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Tabla 2: Reproducibilidad de los resultados de grasa (% w/v) en una muestra de
leche materna obtenida en el Hospital General Tenancingo.

Analista 1 Analista 2

Dia 1 2.72 2.72

2.62 2.72

2.84 2.68
Dia 2 2.46 2.72

2.65 2.63

2.70 2.65
Promedio 2.665 2.687
S 0.114 0.036
CV (%) 4.309 1.363
CV Global (%) 3.35

3.3TRAZABILIDAD

Se realiz6 una comparaciéon de los valores mostrados en la Tabla 3 donde se uso

una muestra Obtenida del Hospital General de Tenancingo “Miguel Hidalgo vy

Costilla” para este propdésito, se realiz6 el analisis en los laboratorios de Farmacia

(DF) y el laboratorio que cuenta con el método validado Laboratorio de Quimica

Ambiental (QA), ya que la guia de validacion de métodos analiticos sugiere que se

realicen minimo 3 mediciones en condiciones iguales para comparar los resultados

entre ambos métodos, el que se va a validar y el ya validado, que deben similares

y su coeficiente de variacion entre mediciones menor al 5% como se establece para

métodos bioldgicos.
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Tabla 3: Comparacion del contenido de grasa (% w/v) obtenida en dos laboratorios
diferentes con una muestra de leche materna.

Laboratorio Muestra l | Muestra 2 | Muestra3 | Muestra4 | Prom. S C.V.
DF 3.00 2.96 3.20 2.85 3.0025 | 0.146 | 4.86
QA 2.94 3.00 2.96 3.25 3.0375 0.143 | 4.73

Al observar los coeficientes de variacion se puede ver que son menores al 5%
criterio de aceptacion para la comparacion de métodos (Método desarrollado y de
referencia) para un tipo de muestra, por lo que la trazabilidad del método cumple y

puede ser aceptada.

Asimismo se realizé una prueba de t de Student mediante, el programa Minitab

donde se comparan las medias de los resultados obtenidos por ambos laboratorios.

3.3.1 HACER PRUEBA DE HIPOTESIS

Diferencia = y (DF) - u (QA)
Estimacion de la diferencia: -0.035
IC de 95% para la diferencia: (-0.299, 0.229)

Prueba T de diferencia = 0 (vs. #): Valor T =-0.34 Valor p=0.747 GL=5

Se obtuvo una p = 0.747, por tanto se concluye que no hay diferencias significativas
entre las mediciones. EI método desarrollado puede considerarse con una

trazabilidad aceptable y se acepta la validacion del micrométodo.
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3.4 DETERMINACIONES DE GRASA EN LAS DOS POBLACIONES

El total de muestras colectadas fueron 100, 50 del grupo de Tenancingo y 50 del
de Toluca. La edad promedio de las mujeres de Tenancingo fue de 23 afios y el de
Toluca de 26 afios, a pesar de que el intervalo de edad fue similar para ambos
grupos, (Tabla 4), la mayor parte de las mujeres de Tenancingo 44 (88%) tienen a
sus bebés a una edad mas temprana (15 a 23 afios) que las del grupo de Toluca 37
(74%) que son madre entre los 18 a los 29 afios probablemente debido a la
diferencia al acceso para la atencion médica, a la cultura y la informacién que se

transmite a la poblacién.

Tabla 4. Caracteristicas de las donantes de los grupos de estudio

Grupo NUumero de Rango de edad | Edad promedio
donantes (afios) (afios)

Toluca 50 16-39 26

Tenancingo 50 15-36 23

El lugar de procedencia de las voluntarias del grupo de Tenancingo fue
principalmente de lugares con alto indice de explotacion agropecuaria, es decir la
mayor parte de la poblacion encuestada esta expuesta a agroquimicos, entre los
gue se encuentran plaguicidas organoclorados (OCI), tal es el caso de las que viven
en la zona de Santa Ana Ixtlahuatzingo (24%) donde hay invernaderos y zonas de

explotacion de floricultura, Acatzingo de la Piedra con un 20% de madres que se
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encuentran en una zona donde el comercio de productos agricolas es una fuente
importante de ingresos, el 20 % son de Tenancingo de Degollado. Para el caso del
grupo de Toluca, las voluntarias proceden de la Zona Metropolitana del Valle de
Toluca, principalmente de los municipios de Toluca (36.1%), Zinancantepec
(19.4%), San Antonio la Isla (19.4%), Metepec (11.1%), Lerma (8.3%) y

Mexicalzingo (5.5%).

Se realizaron las determinaciones de grasa en los dos grupos de estudio:
Tenancingo y Toluca obteniéndose los resultados que se muestran en la Tabla 5.
Cabe aclarar que algunos resultados de las muestras procesadas no fueron
incluidos, debido a que al realizar la determinacion, la desintegracion de solidos no
se realizaba de manera adecuada (se apreciaba una capa negra de proteina sin
desnaturalizar) lo que causaba interferencias en las lecturas, en el método Gerber
se refieren problemas con muestras con altos contenidos de proteinas, azucares y
otros solidos y debido a esto el acido empleado era insuficiente y por tanto se

excluyeron.

Tabla 5. Porciento de grasa obtenida en muestras de leche materna de dos

poblaciones: Toluca y Tenancingo.
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Muestra Tenancingo Toluca
1 2,72 1,81
2 2,72 2,72
3 1,81 3,63
4 1,81 1,81
5 1,81 1,81
6 1,81 1,81
7 2,72 2,72
8 3,63 1,81
9 2,72 2,72
10 1,81 1,81
11 2,72 3,63
12 1,81 2,72
13 1,81 1,81
14 2,72 1,81
15 1,81 1,81
16 1,81 2,72
17 1,81 1,81
18 2,72 1,81
19 3,63 1,81
20 2,72 1,81
21 2,72 1,81
22 1,81 2,72
23 1,81 1,81
24 1,81 1,81
25 2,72 1,81
26 3,63 2,72
27 2,72 2,72
28 1,81 1,81
29 1,81 3,63
30 3,63 1,81
31 2,72 2,72
32 2,72 1,81
33 1,81 2,72
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34 2,72 1,81
35 3,63 1,81
36 2,72 2,72
37 2,72 1,81
38 2,72 3,63
39 1,81
40 1,81
41 3,63
42 2,72
43 2,72
44 3,63
45 3,63
46 2,72
Promedio 2.52 2.26
S 1.032 1.033
CV (%) 37.042 41.359
INTERVALO 1.81-3.63 1.81-3.63

Con el propdsito de conocer si los resultados de la grasa de las dos poblaciones,

tenian un comportamiento normal, se realizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov, los

resultados se muestran en las figuras 1 y 2, donde se observa que no tienen una

distribucién normal para ambas poblaciones.
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Figura 1. Grafica de probabilidad de los valores de grasa obtenidos en la

poblacién de Tenancingo, Estado de México
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Figura 2. Grafica de probabilidad de los valores de grasa obtenidos en la

poblacién de Toluca, Estado de México.

Se realiz6 una prueba de U de Mann-Whitney para conocer si hay diferencias entre

el contenido de grasa (%) entre ambas poblaciones.
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Mann-Whitney: Tenancingo; Toluca
Método

ni: mediana de Tenancingo
n.: mediana de Toluca

Diferencia: n; - na

Estadisticas descriptivas

Muestra N Mediana

Tenancingo 46 2,72
Toluca 38 1,81

Estimacién de la diferencia

IC para la Confianza
Diferencia diferencia lograda
0,0000000 (-0,0000000; 0,91) 95,04%
Prueba

Hipotesisnula Hy:n;-n,=0
Hipodtesis alterna Hi:ny-n, #0
Método Valor W Valor p
No ajustado para empates 2146,00 0,087
Ajustado para empates  2146,00 0,060

Se obtuvieron valores de p mayores al a=0.050 (nivel de confianza del 95%) por lo
que la hipétesis que describe los resultados, es la nula, es decir no existen
diferencias significativas estadisticamente entre ambas poblaciones, en la gréfica
de intervalos, se muestran los promedios de las poblaciones y su grado de

dispersion.
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Las desviaciones estandar individuales se utilizaron para calcular los intervalos.

Figura 3. Grafica de intervalos de los valores de porcentaje de grasa de las

voluntarias de Tenancingo y Toluca con un intervalo de confianza al 95%.

Tal y como se mencioné en los antecedentes hay estudios que demuestran que la
alimentacion asi como factores como el nivel socioeconémico y el sexo del bebe
interfieren en la concentracién de grasas. Hennel en 1990 dice que el contenido de
grasa en la leche humana se encuentra en un intervalo de entre 3 al 5%, por lo que
los resultados obtenidos en este estudio concuerdan ya que para la poblacion de
Tenancingo se obtuvo un valor promedio de 2.52% y para la de Toluca de 2.26%,
con un intervalo, que coincide para ambas poblaciones, entre 1.81 a 3.63 %, Tabla
4. Para las dos poblaciones en estudio el porcentaje de grasa en la leche materna
se presentd con mayor frecuencia en el intervalo de entre 1.81 a 2.75 en 38
muestras (82.6%) procedentes de Tenancingo y 34 muestras (89.5%) en el grupo
de Toluca, Tabla 5. En una poblacion de Costa Rica, Castro et al. en 1984,
obtuvieron una concentracién de grasas en leche materna en un rango de 1.58 a

2.79 % y Villarroel et al. en 2006, en México reportan valores de 1.5 al 3.6%.
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Tabla 6. Frecuencias de los valores obtenidos en las determinaciones de grasa en

leche materna en las dos poblaciones por intervalo.

intervalos Frecuencia
Tenancingo Toluca
1.81-225 18 23
2.25-2.75 20 11
2.75-3.25 0
3.25-3.63
Total 46 38

Con el propésito de conocer de qué manera influye la alimentacion de la poblacion

en el contenido de grasa en la leche materna, se aplicd el cuestionario que nos

proporcionod la informacion que se describe en las Tablas 7 y 8.

Tabla 7. Frecuencia con la que las voluntarias de Tenancingo (N=50), manifestaron
gue consumen los alimentos enlistados.

Tenancingo
ALIMENTO FRECUENCIA
NUNCA 1-3VECES/ | 1-3VECES/ | 4-6 VECES/ | UNA O MAS
MES SEMANA SEMANA VECES/ DIA
CARNES 10 25 7 8
ROJAS (vaca,
cerdo,
cordero,...)
CARNES 5 35 6 4
BLANCAS
(pollo, pavo,
conejo,...)
EMBUTIDOS 14 16 7 3
HUEVO 13 27 8
PESCADO 12 18 7 8 5
MARISCO 19 25 2 1
FRESCO O
CONGELADO
PAN, PAPAS, 18 22 5 3 2
ARROZ O
PASTA
CEREALES 18 12 15 3 2
(avena,...)
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PRODUCTOS 23 14 11 1 1
LACTEOS

MANTECA DE 10 28 6 6
PUERCO
ACETITE 6 6 38
VEGETAL

Los resultados muestran que el 50 % de las participantes del grupo de Tenancingo
consumen carnes rojas (carne de vaca y cerdo principalmente), el 70 % carnes
blancas (en su mayoria pollo) y productos o alimentos donde se usa en su mayoria
aceites vegetales y algunos productos ricos en grasas como lo son huevo,
embutidos y productos lacteos, con una frecuencia de 1 a 3 veces a la semana. El
consumo de alimentos con un bajo contenido de grasas es muy poco, se observan
dietas que aunque diariamente lleven vegetales, son ricas en grasas. Los resultados
obtenidos muestran que el 43 % de las muestras tienen un contenido de grasa en
un intervalo de entre 2.25y 2.75% y un 17.39 % se encuentran en el intervalo de

3.25 a 3.63%.

Tabla 8. Frecuencia con la que las voluntarias de Toluca (N=41), manifestaron que

consumen los alimentos enlistados.

ALIMENTO FRECUENCIA
NUNCA 1-3VECES/ | 1-3VECES/ | 4-6 VECES/ | UNA O MAS
MES SEMANA SEMANA VECES/ DIA
CARNES 28 10 2 1
ROJAS (vaca,
cerdo,
cordero,...)
CARNES 8 24 6 3
BLANCAS
(pollo, pavo,
conejo,...)
EMBUTIDOS 22 15 4
HUEVO 26 13 2
PESCADO 12 16 2 1
MARISCO 16 14 7 4
FRESCO O
CONGELADO
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PAN, PAPAS, 16 15 5 5
ARROZ O
PASTA
CEREALES 24 12 3 2
(avena,...)
PRODUCTOS 14 16 7 4
LACTEOS
MANTECA DE 26 15
PUERCO
ACETITE 28 12 1
VEGETAL

Los resultados de la poblacion del grupo de Toluca (N=41), muestran mayor
consumo de carnes blancas, en su mayoria pollo (58.5%), que de carnes rojas
(24.4%), en la misma frecuencia de 1 a 3 veces por semana. Asi mismo hay la
tendencia que la mayoria de las participantes pocas veces incluyen en su
alimentacion productos con altos contenidos de grasa ya que los valores de
frecuencias mas altas se encuentran en las respuestas de “nunca” o “1 a 3
veces/mes”. Debido a esto se analizan los resultados en relacion al intervalo que se
encontré en este estudio donde el contenido de grasa en la leche en este grupo fue
del 60.52% de las muestras tienen un valor en el intervalo de 1.81 a 2.25% de
contenido de grasa y unicamente un 10.52% se encuentran en el intervalo de 3.25
a 3.63%, menor al grupo de Tenancingo en un 6.87% lo que explica que la
alimentacion juega un papel importante asi como F. Dominguez Ortega et al., en
1997 realiz6 estudios del contenido de grasas en la leche materna de una poblacién
de madres en Espafia tomando en cuenta factores como el aumento de grasas
corporales durante el embarazo y alimentacién, encontrando que una asociacién
significativa con el contenido de grasa en la leche humana, desde la produccién del

calostro hasta la leche madura.
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La importancia de este método radica en que la leche esta constituida de micelas
formadas de grasas, esto representa un potencial peligro hacia el lactante, debido
a que la madre esta expuesta a peligrosos pesticidas organoclorados (OCI) directa
o indirectamente, y debido a la naturaleza de los contaminantes organoclorados
tienden a depositarse en las grasas del cuerpo, esto incluye la leche y ya que es la
Unica fuente de alimento para el bebé hay un riesgo inminente de contaminacion

por via oral de dichos pesticidas.
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3.5 CONCLUSIONES

El micrométodo desarrollado utiliza el 5 % de los reactivos y de la muestra
en relacion al método Gerber, los resultados de los parametros de validacion
determinados mostraron que cumple con los criterios de validacion
determinados, de acuerdo a la Guia de Validacion de Métodos Analiticos del
Colegio de QFB, México.

El micrométodo desarrollado cumple con los criterios y fue eficiente en la
determinaciéon del porcentaje de grasa en las muestras analizadas.

El micrométodo resultd eficiente para determinar el contenido de grasa en
dos grupos de estudio, ya que los valores encontrados (1.81 a 3.63%),
coinciden con los reportados en la bibliografia.

El contar con un método validado que utilice poca cantidad (500 uL) de
muestra para determinar el contenido de grasa en leche materna, es
importante para estudios de vigilancia epidemiolégica en la poblacion,
principalmente en la expuesta a compuestos toxicos lipofilicos.

La alimentacion de las madres juega un papel importante en la cantidad de
grasa de la leche materna y por ello a mayor cantidad de grasa, mayor
riesgos a la salud del bebé por la exposicién a contaminantes liposolubles
gue puede obtener a partir de su principal alimento en los primeros meses de

vida.
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ANEXOS

Anexo | Cuestionario realizado para determinar la importancia de la
alimentacion en el contenido de grasa en la leche materna.

EDAD:

PROCEDENCIA:

MESES DEL NEONATO

ALIMENTACION DE LA MADRE

FRECUENCIA

1-3 1-3 4-6
NUNCA VECES/ VECES/ VECES/
MES SEMANA | SEMANA

UNA O
MAS
VECES/
DIA

ALIMENTO

CARNES
ROJAS
(vaca, cerdo,
cordero,...)
CARNES
BLANCAS
(pollo, pavo,
conejo,...)
EMBUTIDOS
HUEVO
PESCADO
MARISCO
FRESCO O
CONGELADO
PAN, PAPAS,
ARROZ O
PASTA
CEREALES
(avena,...)
PRODUCTOS
LACTEOS
MANTECA
DE PUERCO
ACETITE
VEGETAL
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