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RESUMEN

RESUMEN

La leche materna es el compuesto alimenticio que proporciona al recién nacido nutrientes
para su crecimiento y desarrollo, ofreciendo proteccidon contra patologias propias del lactante.
La lactancia materna debe continuar presente aunque existan causas que lo impidan como la
incorporacion materna a la vida laboral o el ingreso hospitalario de neonatos. Un atributo
nutricional de la leche materna es su perfil lipidico que aporta energia y, especialmente, su
contenido en &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPI-CL) n-6 y n-3, esenciales
para el desarrollo del cerebro y de la retina.

El objetivo del presente ensayo ha sido evaluar el efecto de la refrigeracion prolongada de
leche materna fresca sobre su contenido en lipido y proteina, perfil de clases lipidicas y el
estado oxidativo de los lipidos. Muestras de leche materna de madres donantes fueron
almacenadas en nevera a 4°C y tras 0, 24 y 72 horas de almacenamiento, se analizd su
contenido de lipido total y proteina, clases lipidicas y niveles de TBARs (especies reactivas al
acido tiobarbiturico) como indicador de la peroxidacion lipidica.

Los resultados mostraron que la refrigeracion prolongada de la leche materna no produjo
cambios significativos en su contenido de lipido total, proteinas y niveles de TBARs. Sin
embargo, en la leche refrigerada durante 72 horas se obtuvo un incremento progresivo y
significativo de los niveles de diacilglicéridos (DAG), &cidos grasos libres y colesterol, asi
como un descenso del contenido en triglicéridos (TG). Estos resultados si bien indican una
lipolisis de la grasa lactea, no muestran signos de degradacion oxidativa. Por tanto, este
hallazgo sefala que la leche almacenada bajo las condiciones antes descritas, mantiene sus

cualidades para ser administrada al lactante.

PALABRAS CLAVE: lactancia materna, leche humana, almacenamiento refrigerado, acidos

grasos, peroxidacion lipidica.



ABSTRACT

ABSTRACT

Breast milk provides benefits for a proper newborn growth and development, offering
protection against typical infant’s pathologies. Breastfeeding should continue even if there are
interferences including return to work of mother or newborns hospitalization. Breast milk
lipid profile is the nutritional component which supplies energy, and especially important is
its n-6 and n-3 long chain polyunsaturated fatty acids (LC-PUFAs) content due to its essential
role in brain and retinal development.

The objective of the present study was to evaluate the effect of prolonged refrigeration of
fresh human milk on its total lipid and protein content, lipid profile, and lipids oxidative
status. Breast milk samples from donor mothers were stored under refrigeration at 4°C and
after 0, 24 and 72 hours were analyzed its total lipid and protein content, lipid class
composition and TBARs levels as lipid peroxidation indicator.

The results showed that prolonged refrigeration did not affect the total lipid and protein
concentration and preserved its lipid oxidative status. However, breast milk lipid profile after 72
hours at 4°C indicate a progressive and significant increase of diacylglycerides (DAG), free
fatty acids and cholesterol levels, as well as a decrease of triglyceride (TG) content. So, the
prolonged refrigeration of fresh human milk for 72 hours despite indicates a limited lipolysis
during storage, no exhibit signs of lipid oxidative degradation. This finding indicates that milk

stored under the described conditions maintained its overall qualities suitable for infant feeding.

KEYWORDS: breastfeeding, human milk, refrigerated storage, fatty acids, lipid peroxidation.
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INTRODUCCION

La leche materna es un fluido biologico que contiene una gran disponibilidad de
nutrientes, bajo contenido antigénico y numerosos componentes bioactivos, para cubrir todos
los requerimientos nutricionales e inmunoldgicos del lactante y asegurar su correcto
crecimiento y desarrollo (1).

En la produccion de leche materna se puede distinguir: la leche de pretérmino (producida
en caso de parto prematuro), el calostro (producido entre 3 y 4 dias después del parto), la
leche de transicion (producida entre el 4° y el 15° dia postparto) y la leche madura (producida
a partir de los 15 dias postparto) (2). El calostro posee gran cantidad de inmunoglobulinas, en
especial inmunoglobulina A (IgA), lactoferrina, linfocitos, macréfagos, oligosacaridos,
citoquinas y otros factores defensivos. Ademads, es rico en factores de crecimiento que
estimulan la maduracion del aparato digestivo y de los sistemas de defensa (1). La leche de
transicion se considera de composicion intermedia porque va variando dia a dia hasta alcanzar
la condicion de leche madura. Esta ultima posee una composicion compleja que cambia
dentro de la toma, a lo largo del dia, entre ambas mamas y entre diferentes madres (2). Aporta
beneficios nutricionales e inmunologicos al neonato, no solo en periodo de lactancia, sino a lo
largo de su vida (3).

La leche materna madura es una mezcla homogénea estructurada en tres fases: la fraccion
emulsion que contiene globulos de grasa (crema de la leche), la fraccion suspension formada
por micelas de caseina y la fraccién solucion compuesta por constituyentes hidrosolubles
(suero de la leche) (4). La cantidad de estos componentes oscila dentro de las diferentes
etapas de la lactogénesis y a lo largo de una toma completa, con lo que el lactante recibe un
producto dinamico y variable de caracteristicas distintas adaptadas a sus necesidades (1).

La leche materna madura consta principalmente de un 88% de agua. Las proteinas que la
conforman son un 30% de caseina (micelas complejas de caseinato y fosfato de calcio) y un
70% de proteinas del suero (alfa-lactoalbiminas, seroalbumina, beta-lactoglobulinas,
inmunoglobulinas, glicoproteinas, lactoferrina, lisozimas, enzimas, moduladores de
crecimiento, hormonas y prostaglandinas). El principal hidrato de carbono que contiene es la
lactosa, la cual facilita la absorcion de calcio y hierro, componentes imprescindibles en el
crecimiento y desarrollo del bebé. Entre los diferentes oligosacéaridos destaca la galactosa y el
acido sidlico por su implicacion en el desarrollo cerebral (5).

Las vitaminas liposolubles (A, D, E y K) varian con la concentracién de la grasa de la
leche, mientras que las vitaminas hidrosolubles y los minerales (fosforo, hierro, zinc, etc.)

estan relacionados con la ingesta materna (1).
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Los lipidos son la principal fuente de energia y componente mas variable que contiene la
leche materna. Su concentracion va aumentando hasta 15 dias después del parto y
manteniéndose luego relativamente estable durante el todo el periodo de lactancia. Los
principales lipidos que la conforman son los triglicéridos (TG), los fosfolipidos, los acidos
grasos y el colesterol (1). Estos son secretados como glébulos de grasa y estan constituidos
por un 98% de TG y recubiertos por una membrana hidrofilica que contiene colesterol,
fosfolipidos y glicoproteinas. Dentro de los 4cidos grasos encontramos una composicion
relativamente estable de un 43% de 4cidos grasos saturados y un 57% de acidos grasos

poliinsaturados (AGPI) (1).

Lipidos, acidos grasos esenciales y derivados de cadena larga

Los lipidos son un conjunto de moléculas organicas con caracter hidrofoébico y solubles
en disolventes orgénicos, siendo los mas simples los 4cidos grasos que se componen de un
grupo hidrofilico unido a un extremo de una cadena hidrocarbonada. Se clasifican en funcion
de su longitud de cadena, de su grado de saturaciéon y de su posicion en dobles enlaces.
Normalmente, presentan un niimero par de atomos de carbono (12-14) y pueden ser saturados
si los a&tomos de carbono estan unidos por enlaces covalentes o insaturados si contienen uno o
varios dobles enlaces; recibiendo los nombres de monoinsaturados o poliinsaturados,
respectivamente. Dentro de los AGPI, se consideran altamente insaturados los formados por
20 o mas atomos de carbono y con 3 o mas dobles enlaces (Highly Unsaturated Fatty Acids
(HUFAs)) también llamados Long-Chain PolyUnsaturated Fatty Acids (LC-PUFAs). La
posicion del doble enlace mas cercano al grupo metilo terminal, determina la serie (n) u
omega () 3, 6, 7 6 9. Aquellos acidos grasos que presentan una cabeza polar en
contraposicion a una cola hidrocarbonada hidrofoba, son los lipidos polares y aquellos

carentes de grupos polares son los lipidos neutros (3) (Figura 1).
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Figura 1. Izquierda: acido graso saturado (palmitato). Derecha: acido graso insaturado (oleato).
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Se diferencian los acidos grasos esenciales que no son sintetizados de novo por el ser
humano, como el acido linoleico (linoleic acid (LA)) y acido a-linolénico (linolenic a-acid
(LNA)) que son los precursores del acido araquidonico (AA), el acido eicosapentaenoico
(EPA) y el acido docosahexaenoico (DHA) (3). La sintesis de los AGPI tiene lugar a nivel
microsomal y/o mitocondrial, a través de la accién de enzimas elongasas y desaturasas que se
encargan de la adicion de atomos de carbono y dobles enlaces a la cadena hidrocarbonada. A
partir del 4cido oleico (C18:1n-9) por la accidon de las enzimas delta-12 (A12) y delta-15
(A15) desaturasa, tiene lugar la formacion del LA y LNA que son precursores de los AGPI
esenciales de la serie n-6 y n-3, respectivamente. Esto sucede en algunas plantas y
microorganismos. Y a partir de dichos precursores, tras varios procesos de elongacion-
desaturacion en los que intervienen las enzimas delta-6 (A6) y delta-5 (AS) desaturasa, se
obtiene el AA, EPA y el DHA (6) (Figura 2). Se establece que las tasas de conversion del LA
hasta AA y de LNA hasta DHA, estan influenciadas por diversos factores como la genética, el
sexo y la cantidad de acido graso precursor en la dieta (8).

Debido a que los seres humanos carecen de A12 y Al5 desaturasa, y que la capacidad de
sintesis de los HUFAs (AA, EPA y DHA) a partir de sus precursores de cadena corta (LA y
LNA) es s6lo entorno a un 0,1%, estos acidos grasos esenciales deben ser suministrados a
través de la dieta al igual que sus derivados de cadena larga, especialmente, durante el
embarazo y la lactancia (7), sobre todo en este ultimo periodo debido a que el cerebro del
neonato esta en periodo de maximo desarrollo y se programa también su metabolismo (8).

Las enzimas responsables de la elongacion y desaturacion de los acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga (AGPI-CL) estan presentes de forma muy precoz en el higado
fetal, pero con una baja actividad. Los AGPI-CL de las series n-6 y n-3 que el feto capta
intrattero derivan del transporte placentario, lo cual depende de las concentraciones de estos
acidos grasos que tenga la madre procedentes de su dieta. Durante los primeros dias de vida
comienza la sintesis enddgena de los AGPI-CL a partir de los precursores provenientes de la
dieta, con una variacion individual considerable, tanto en recién nacidos a término como

recién nacidos pretérmino.
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Ruta de sintesis de acidos grasos poliinsaturados en animales

18:
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Figura 2. Ruta de sintesis de acidos grasos poliinsaturados (AGPI) en animales.

Los AGPI-CL estan localizados en organos de gran importancia como el cerebro, el
cerebelo y la retina, y también en los fosfolipidos de la bicapa lipidica de todas las membranas
celulares, cuya participacion se extiende a todas sus funciones, sefiales hormonales, actividad de
receptores y regulacion de la expresion génica (8). Concretamente, el DHA actia en el
desarrollo estructural y funcional de los sistemas visual-sensorial, perceptual y cognitivo del
lactante. Este junto con el EPA activan los receptores de proliferacion de peroxisomas que
controlan la expresion de genes involucrados en el metabolismo de los lipidos, la glucosa, la
adipogénesis (3,8) y la formacion de acidos biliares (15).

A partir de acidos grasos de 20 atomos de carbono como el AA y el EPA, se forman unos
derivados lipidicos bioactivos con importantes funciones fisiologicas: los eicosanoides
(prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos) (3). Donde las prostaglandinas y leucotrienos
de la familia n-6 (derivados del AA) se comportan como factores proinflamatorios y los de la
familia n-3 (derivados del EPA) como antiinflamatorios (8). Estos mediadores lipidicos

bioactivos, tienen funciones sobre la inmunidad (linfocitos, células asesinas, citosinas,
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inmunoglobulinas E (IgE)) (3), la coagulaciéon sanguinea, la tension arterial, la
vasoconstriccion y la vasodilatacion (respuesta inflamatoria), el edema, la agregacion
plaquetaria y el remodelado 6seo (8). Ademads, a partir del DHA también se producen
resolvinas y protectinas con importantes funciones inmunologicas (9).

Durante la gestacion existe una estrecha correlacion entre los acidos grasos esenciales de
la madre y del neonato, debido a que estos disminuyen en la madre de forma continua
conforme avanza el embarazo, mientras que en el feto van aumentando con la edad
gestacional. De tal forma que la suplementacion de la gestante con DHA, determina un

incremento de las concentraciones de este acido graso en su leche (8).

Lipasas

La leche materna contiene al menos dos lipasas de TG, la lipasa estimulada por suero o
mas conocida como lipoproteinlipasa (LPL) que se encuentra en la fraccion emulsion (crema
de la leche), y la lipasa estimulada por sales biliares (bile salt stimulate lipase (BSSL)) que se
localiza en la fraccidon solucion (suero) y se activa en el tracto digestivo del lactante (22,23).
Aunque por si sola la LPL no es muy eficaz in vitro, se ayuda de las lipasas preduodenales
(lingual y géstrica), actuando en condiciones de pH bajo. Ambas enzimas se inactivan cuando
llegan al duodeno del lactante, donde la BSSL presenta una actividad mayor en la digestion de
la grasa lactea (38).

La LPL ejerce su funcidn en primera instancia en la glandula mamaria en el proceso de la
lactogénesis, liberando acidos grasos y monoacilglicéridos (MAG) de los TG circulantes
maternos, para posteriormente ser incorporados a la fraccion lipidica de la leche, sin funcion
conocida en la digestion neonatal (3,10,23). En contraposicion, la BSSL se activa en el
intestino del lactante por las sales biliares primarias colato y chenodeoxicolato, ejerciendo una
funcion de ayuda a la digestion de la grasa hidrolizando los TG, dando lugar a diacilglicéridos
(DAG) y MAG debido a la rotura de los enlaces ésteres y, en consecuencia, acidos grasos
libres que serdn absorbidos en el intestino del lactante (1,2,23).

El lactante consume una dieta alta en grasa en un periodo de inmadurez de secrecion de
lipasa pancredtica y conjugacion de sales biliares. Las enzimas lipasas son esteroespecificas y
por tanto los tres enlaces éster de los TG no son igualmente susceptibles a la hidrolisis. La
lipolisis preferente en las posiciones Snl en los TG es una caracteristica esteroespecifica
comun de algunas lipasas, incluida la LPL, la cual ataca preferiblemente el enlace éster
primario (17,35). La actividad de esta enzima es inhibida por sales biliares, por lo que parece

improbable que tenga alguna funcion fisioldgica en la digestion de la grasa intestinal infantil.
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Aun asi, este proceso se compensa con la accion de la BSSL en el intestino del lactante
mediante la hidrolisis de los TG en sus tres posiciones (Snl, Sn2 y Sn3), mejorando la
absorcion de grasas y facilitando la digestion (11,23,41).

Por otra parte, la leche humana contiene una esterasa independiente de sales biliares que
es responsable de un 3,3% de la actividad esterasica total, cuya actividad incrementa
ligeramente con el almacenamiento en frio (19). Se ha podido demostrar que estas enzimas

lacteas tienen una secuencia génica idéntica a la esterasa de colesterol pancreatica (51).

Peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica es uno de los procesos de oxidacion més importantes que se
desencadenan en el organismo, por accion directa del oxigeno o de otros agentes oxidantes
sobre los AGPI de la membrana celular. Este mecanismo genera dafios directos en la misma y
en los organulos celulares, liberando radicales libres y formando productos de caracter toxico
como el malonaldehido (MDA) (13), un pigmento rosa cristalino que se forma cuando los
hidroperoxidos y aldehidos lipidicos (productos de la lipoperoxidacion) reaccionan con el
acido tiobarbitarico (TBA) (14).

Para prevenir los procesos de oxidacion, la leche materna contiene un gran numero de
antioxidantes de tipo enzimatico (catalasa, superdxido dismutasa (SOD) y glutation
peroxidasa (GPx)) y no enzimatico (albuminas, bilirrubina, cisteina, acido urico, coenzima
Q1o, lactoferrina y vitaminas A, C y E) (14). El contenido de antioxidantes de la leche materna
madura depende de factores maternos como la edad y el numero de gestas, la dieta, la
frecuencia de la lactancia, el estado de salud, la medicacion o el entorno. Los neonatos estan
expuestos a un gran estrés oxidativo debido a la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) durante el parto, por la disminucién de los componentes de la barrera antioxidante
como la vitamina E o GPx, aunque la actividad de las enzimas antioxidantes se ven
incrementadas durante la lactancia (16).

Ciertos estudios sefialan que la refrigeracion y la congelacion de la leche materna causan
una disminucion significativa de los niveles de los antioxidantes individuales, incluyendo la
vitamina A, C y E (18). Sin embargo, en otros casos se apunta a una conservacion de estatus
antioxidante de la leche materna refrigerada (10).

La oxidacion de la grasa lactea requiere la hidrélisis previa de los TG y la liberacion de
acidos grasos libres mediante la accién de enzimas lipasas, dando lugar a un descenso de pH
(14). Este proceso genera una fuente de energia metabolica ya que los acidos grasos de cadena

corta y media se utilizan para obtener energia. Mientras que los acidos grasos de cadena larga
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son ampliamente utilizados para la sintesis de membranas celulares y moléculas bioactivas,
como lipoxinas, resolvinas, protectinas y maresinas (9,23). Sin embargo, estos AGPI donde
incluimos el AA, EPA y DHA, son altamente susceptibles a la oxidacion (12). Los radicales
libres, como el radical hidroxilo (HO-) y el peréxido de hidrogeno (H»0,), atacan lipidos que
contienen dobles enlaces carbono-carbono mediante la extracciéon de un hidrégeno de un
carbono con la insercion de un oxigeno, resultando radicales de peroxido lipidico e
hidroperoxidos. Este proceso inicia la oxidacion de la cadena de fosfolipidos poliinsaturados
que conduce a un deterioro de la funcion de la membrana (12,21).

El proceso general de la peroxidacion lipidica ocurre en tres etapas: iniciacion,
propagacion y terminacion. En la fase de iniciacion los prooxidantes como el HO- reducen el
hidrégeno alilico formando el radical lipidico (L-) centrado en el carbono. En la fase de
propagacion el L- reacciona rapidamente con el oxigeno para formar un radical perdxido
lipidico (LOO-) que a su vez extrae un hidrégeno de otra molécula lipidica, generando un
nuevo L- y un hidroperoxido lipidico (LOOH"), dando lugar a una reaccion en cadena de
oxidacion de los AGPI. Sin embargo, este proceso puede ser frenado (fase de terminacion)

mediante la accion de antioxidantes como la vitamina E (Figura 3) (12,21).
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Figura 3. Proceso de peroxidacion lipidica.
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La reaccién de oxigeno con los lipidos insaturados produce una amplia variedad de
productos de oxidacion. Los principales productos de la peroxidacion lipidica son los LOOH-
y aldehidos, y los secundarios son el MDA, el propanol, el hexanal y el 4-hidroxinonenal (4-
HNE). El MDA debido a su reaccion con el TBA, ha sido utilizado como biomarcador de la
peroxidacion lipidica de AGPI omega-6 (0-6) y omega-3 (®-3). Considerandose por tanto,
uno de los marcadores mds populares y fiables que determina el estrés oxidativo en
situaciones clinicas, debido a la alta reactividad y toxicidad que presenta (12,21). EI método
analitico se basa en la reacciéon del MDA con el TBA, para formar aductos cromogenos y
fluorescentes de MDA-TBA muy estables y que son cuantificables por espectrofotometria de

absorcion visible o por fluorimetria (12, 21).

10



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS Y OBJETIVOS
Hipdtesis de trabajo

La incorporacion de las madres al mercado laboral, hace imprescindible la extraccion de la
leche y su posterior almacenamiento para continuar con la lactancia en su ausencia. Al igual que
se desarrolla como una practica clinica comtin en las unidades de cuidados intensivos neonatales
(NICU), mayormente en lactantes prematuros y/o de bajo peso al nacer, por la vulnerabilidad que
presentan. En estos casos, el correcto almacenamiento de la leche materna madura es esencial
para garantizar su contenido y calidad, justificando los procesos de manipulacion previa a la
ingesta, con el fin de promover y asegurar la continuidad de la lactancia.

El contenido graso de la leche materna puede sufrir procesos de oxidacién durante su
almacenamiento en nevera. Este mecanismo requiere como paso previo la hidrdlisis de los TG
constituyentes y la liberacion de los 4cidos grasos por accion de las lipasas, enzimas presentes
y activas en la leche humana, con la consiguiente liberacion de AGPI altamente susceptibles a
la peroxidacion lipidica. Por tanto, si bien los protocolos de conservacion de la leche materna
aseguran su calidad para el consumo del lactante, es posible que la fraccion lipidica pueda
verse alterada por dicha causa. Considerando ademads la importancia de las funciones de los
acidos grasos esenciales de la serie ®-3 en las primeras etapas de la vida, nuestra hipdtesis de
trabajo postula que el contenido proteico y lipidico de la leche materna madura podrian verse
afectados por su almacenamiento en nevera hasta un maximo de 72 horas, condiciones

recomendadas en los protocolos de manipulacion (24).

Objetivo general
El presente estudio tiene el propdsito de evaluar el efecto de la refrigeracion prolongada
de leche materna fresca, sobre su composicion proteica y lipidica, asi como el estado

oxidativo de los lipidos que la componen.

Objetivos especificos
1. Determinar si el almacenamiento de la leche materna madura a 4°C a tiempos 0, 24 y 72
horas desde su extraccion, modifica el contenido proteico y lipidico, asi como el perfil
de clases lipidicas.
2. Evaluar la posible degradacion de los lipidos lacteos a 0, 24 y 72 horas de
almacenamiento, mediante la determinacién de las especies reactivas con &cido
tiobarbitirico (TBARs), producto de la peroxidacion lipidica y por ello considerado un

buen marcador del proceso oxidativo.
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MATERIAL Y METODOS
Obtencion y procesamiento de las muestras

El presente estudio se llevd a cabo con leche materna madura donada por 10 mujeres
voluntarias que acudieron a las instalaciones de BabyShower Tenerife S.L. (BabyShower) en
La Gallega, Santa Cruz de Tenerife. Las muestras de leche fueron extraidas mecanicamente y
almacenadas en recipientes estériles especializados con cierre hermético para seguidamente,
tras su identificacion, ser trasladadas en hielo y oscuridad al laboratorio de Fisiologia Animal
de la Facultad de Ciencias (ULL), donde se procedi6 con los analisis (Figura 4).

Las participantes fueron informadas por escrito del interés y objeto de estudio, obteniendo
un consentimiento informado de libre participacion. A su vez, rellenaron un cuestionario con la
finalidad de recoger datos maternos como edad, peso, altura y tiempo de lactancia, los cuales
fueron firmados y archivados para su posterior consulta. Todos los tratamientos y procesados de
las muestras cumplen la normativa vigente del Comité de Etica de la ULL y del ABM Clinical
Protocol: Human Milk Storage Information for Home Use for Full-Term Infants of The
Academy of Breastfeeding Medicine Protocol Committee, 2010 (24).

En el laboratorio las muestras fueron alicuotadas y almacenadas en nevera a 4°C durante
0, 24 y 72 horas (n=10 por grupo) (Figura 5). A las correspondientes horas de mantenimiento
en nevera, se procedio a realizar la extraccion lipidica y el perfil de clases lipidicas, siendo las
muestras de 0 horas, consideradas como control del experimento. Asi mismo, de cada muestra
de leche se obtuvieron alicuotas para determinar el contenido en proteina y los niveles de

TBAREs, a las respectivas horas de mantenimiento en nevera.

Figura 4. Recipiente recolector de leche. Figura 5. Proceso de alicuotado.
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Andlisis bioquimicos de las muestras

Extraccion de lipido total

La composicion quimica de las moléculas lipidicas determina el grado de solubilidad en
solventes organicos, teniendo en cuenta el equilibrio que se genera entre dichos solventes y la
polaridad de las mismas. Este hecho fundamenta gran parte de las técnicas metodologicas
utilizadas para la 6ptima extraccion lipidica y analisis, respectivamente (25).

Los lipidos y en particular los AGPI, son moléculas con una alta susceptibilidad
oxidativa, por lo que debe procurarse minimizar el riesgo de oxidacién de las muestras. La
congelacion inmediata a -80°C de la leche materna madura y la conservacion del lipido
aislado a -20°C en condiciones de oscuridad y en atmosfera de N,, ademas del uso de
antioxidantes, son algunos de los procedimientos basicos a poner en practica en el proceso de
extraccion lipidica, para minimizar el riesgo de oxidacion.

Los lipidos totales fueron extraidos segun Christie (1982) (25) como modificacion del
método de Folch et al., (1957) (26). Las muestras con un volumen de 0,5 ml se disolvieron en
una mezcla de cloroformo/metanol (2:1, v/v), conteniendo 0,01% de butilhidroxitolueno
(BHT) como antioxidante. Tras la evaporacion del solvente organico con flujo continuo de N,
y sometimiento de las muestras a vacio durante toda la noche, el contenido de lipido total fue
determinado  gravimétricamente. Los lipidos aislados fueron resuspendidos en
cloroformo/metanol (2:1, v/v) y conservados a -20°C en viales sellados bajo atmosfera de N,

hasta el momento de su andlisis para la determinacion de las clases lipidicas.

Determinacion de clases lipidicas

La cromatografia en capa fina es el principal método utilizado para la separacion analitica
de clases lipidicas. Estas migraran a diferentes alturas en funcion de su polaridad y de las
diferentes interacciones establecidas entre la fase estacionaria y la fase movil (25).

Las clases lipidicas fueron determinadas por cromatografia en capa fina de alta resolucion
(High Performance Thin Layer Chromatography (HPTLC)) de doble desarrollo (27), para lo que
se utilizaron placas de HPTLC de silica gel 60 de 10 x 10 cm (Meck, Darmstadt, Alemania).

Para eliminar posibles impurezas que hubieran podido interferir en la correcta determinacion
de las clases lipidicas y con el fin de asegurar la completa deshidratacion de la silice, las placas
fueron preparadas antes de su uso incorporando en toda su longitud 10 ml de cloroformo/metanol
(2:1, v/v) y seguidamente se introdujeron en una estufa a 110°C durante 30 minutos.

A continuacion se cargd en las placas una cantidad de lipido total de 30 pl por muestra.

Para el desarrollo de los lipidos polares se utilizO una mezcla de solventes metil-
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acetato/isopropanol/cloroformo/metanol/KCl 0,25% (25:25:25:10:9, v/v) y para el desarrollo
de los lipidos neutros, una mezcla de hexano/dietil-éter/acido acético (80:20:2, v/v). Una vez
desarrolladas las placas con las dos mezclas de solventes, se tifieron pulverizdndolas con una
solucion de acetato clprico al 3% en acido ortofosforico al 8% vy, posteriormente, se
introdujeron en una estufa a 160°C de 10 a 15 minutos. La cuantificaciéon de las clases
lipidicas se realizo utilizando el visualizador de imagen Camag TLC (Muttenz, Suiza) a una
longitud de onda de 370 nm. Y para la identificacion de cada clase lipidica se usaron

estandares proporcionados por Sigma Co. (St. Louis, MO, EE.UU.).

Determinacion de proteinas

La determinacién del contenido de proteina se realizo segiin el método de Lowry (1951)
(28) que consiste en una doble reaccion colorimétrica, donde los reactivos interaccionan con
la proteina para dar un compuesto coloreado.

Inicialmente, se prepar6 la disolucion estandar de albiimina bovina (Bovine Standard
Albumin (BSA)) donde se utilizé una serie de concentraciones crecientes de BSA a partir de
un stock de 1,46 mg/ml de BSA de Bio-Rad, a las que se les afiadi6 20 pl de la disolucion
digestora (IM de NaOH, 0,25% dodecilsulfato sédico (sodium dodecyl sulfate (SDS))).
Posteriormente, se pusieron ambas a 60°C durante 1 hora y entraron en contacto mediante
digestion proteica y, se les afiadié 10 pl de solucion A (1-5% NaOH, 1% Cu,SO,) para que se
formara un complejo proteico coloreado debido al Cu™" y el N, de los enlaces peptidicos. A
continuacion se hizo reaccionar la mezcla con 80 pl de solucion B (reactivo de Folin) para
resaltar el color formado y aumentar la sensibilidad, obteniendo un color azulado que fue
medido espectrofotométricamente a una longitud de onda de 750 nm a los 15 minutos de
incubacion. La pendiente de la recta y la ordenada en el origen fueron valores necesarios para
determinar el contenido proteico de las muestras. La solucion digestora empleada se obtuvo
disolviendo 4 g de NaOH y 0,25 g de SDS en 100 ml de H,O destilada y, debido a que esta
solucidn precipita a temperatura ambiente, se calentd antes de su uso.

Para el analisis de las muestras se realizo una dilucion de las mismas (1:50) con el fin de
obtener el ajuste adecuado a la curva patrén. Tomandose 100 pl de muestra y diluyéndose en
4.900 pl de ddH,O. De estas disoluciones se tomaron 100 pl y siguiendo el protocolo para
realizar la recta de calibrado, se le afiadieron 20 pl de la solucidon digestora y se sometieron a
60°C durante 1 hora. Trascurrido ese tiempo de incubacién se le agregaron 10 pl de solucion

Ay 80 pl de solucion B, después de haber pasado 10 minutos de la retirada de temperatura de
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las muestras. Esto generd una reaccion colorimétrica que fue medida espectrofotométricamente
a una longitud de onda de 750 nm.
Los blancos realizados en el experimento fueron los siguientes:
* Blanco de albumina: 10 pl de albimina + 90ul de ddH,O.
* Blanco de muestra: 10 pl de muestra + 90ul de ddH,O.
* Blanco de reactivo: 10 pl de ddH,O + 10 pl de solucion A + 80 pl de solucion B.

Determinacion de especies reactivas al acido tiobarbiturico (TBARs)

Uno de los indices mas frecuentes utilizados para estimar el dafio oxidativo a lipidos, es
la determinacién de TBARs (42). Este procedimiento mide el MDA formado como producto
final de la degradacion de hidroperdxidos generados por la oxidacion de los lipidos. El
compuesto que se crea es un cromégeno de color rojo, cuya concentracion se determina
espectrofotométricamente a 532-535 nm. Método que se empled para estimar la oxidacion de
los lipidos en la leche materna madura, del presente trabajo.

Este producto final de la peroxidacion lipidica (MDA) es el sustrato que reacciona con el
TBA. El MDA in vivo tiene una vida media muy corta debido a que reacciona rapidamente
con grupos amino libres procedentes de los fosfolipidos, aminoacidos y proteinas presentes en
el suero, dando productos fluorescentes que compiten con dicho sustrato para unirse al TBA.
Por esta razon, las muestras se almacenaron a -80°C hasta el momento de determinar las
sustancias reactivas al TBA, con el fin de evitar el fendmeno de lipoperoxidacion in vitro. El
método consiste en llevar a cabo la reaccidon en medio acido y a alta temperatura. La reaccion
de descomposicion de hidroperoxidos a MDA es una reaccion de generacion de radicales
libres. De este modo, cuando coexisten acidos grasos no oxidados en el medio de reaccion,
tiene lugar una autoxidacion, razon por la que se afiade BHT como agente antioxidante en el
proceso de determinacion de TBARs.

Para realizar la recta patrén se empled el 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP), uno de los
precursores del MDA mas ampliamente utilizado, el cual se hidroliza en medio 4cido. Para
ello se prepararon 2 soluciones patron de dicho compuesto a concentraciones diferentes: 1/10°
y 1/ 10°. Para determinar la concentracién de MDA se utilizo una disolucion de TBA al 0,8%,
asi como SDS y écido acético (20%, pH=3,5). Dicha mezcla se calentd posteriormente al
bafio maria a 95°C durante 1 hora para desarrollar la maxima coloracion tanto en las muestras
como en los patrones. Pasado ese tiempo se introdujeron en hielo durante 3 minutos para
parar la reaccion y se les afiadié agua destilada y butanol pirimidina (15:1). Posteriormente se

centrifugd a 10.000 g (4°C) durante 3’. Los sobrenadantes fueron recogidos y se procedié a la
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lectura de las absorbancias a 532 nm. El acido acético que anadimos en el procedimiento

proporciona las condiciones de pH necesarias para que se forme el aducto TBA-MDA.

Analisis estadistico

Con la finalidad de contrastar el efecto del tiempo de almacenamiento en nevera sobre el
contenido en lipido y proteina, niveles de TBARs, asi como el perfil de clases lipidicas de la
leche materna, se realizd un analisis de la varianza (ANOVA). En este caso se desarrolld un
ANOVA de 1 via, ya que disponemos de un factor (tiempo de almacenamiento en nevera) que
presenta tres niveles (0, 24 y 72 horas de almacenamiento).

Las variables de estudio han sido: contenido lipidico y proteico, niveles de TBARs y
composicion en clases lipidicas. Previamente al desarrollo de dicho andlisis, se contrastaron
las hipotesis de normalidad, homocedasticidad e independencia. Para determinar la bondad de
ajuste de los datos numéricos a una distribucién normal, se utiliz6 el test de Normalidad de
Kolmogorov-Smirnoff para una muestra. El test de Levene se utilizd para comprobar la
homogeneidad de las varianzas (homocedasticidad). Y para comprobar la independencia de
los datos y asegurar que la muestra es aleatoria, se aplico el test de Rachas.

Los datos, expresados como media * desviacion tipica estandar, fueron analizados con el
paquete estadistico IBM SPSS Statistic 21 (SPSS Inc., Chicago, IL, E.E.U.U.). La

significacion estadistica establecida ha sido p<0,05.
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RESULTADOS

Las muestras de leche materna procedentes de madres donantes, se analizaron con la
finalidad de ver si existen diferencias en el contenido de lipidos y perfil de clases lipidicas,
proteinas y de sustancias reactivas con TBA, tras el almacenamiento refrigerado a 4°C durante
0,24 y 72 horas.

En las tablas de resultados 1 y 2 se muestran los datos referentes al contenido lipidico y
proteico, los niveles de TBARs, asi como el perfil de clases lipidicas de las muestras de leche
materna ensayadas en las condiciones anteriormente descritas. Si bien no se observan
diferencias significativas en las concentraciones de lipido total y proteinas, al igual que en los
valores de TBARS entre las muestras control y las almacenada durante 24 y 72 horas (Tabla
1), los resultados de clases lipidicas revelan un efecto del almacenamiento sobre el perfil de la
grasa lactea (Tabla 2).

Mientras que los porcentajes de clases lipidicas polares, entre las que se incluyen la
esfingomielina (ESF), la fosfatidil colina (FC), la fosfatidil serina (FS), fosfatidil inositol (FI), la
fosfatidil etanolamina (FE), los monoacilglicéridos (MAG) y los ésteres de colesterol (EC), no
sufren variacion con el tiempo de almacenamiento en nevera, si que hay efecto significativo del
tiempo de almacenaje sobre ciertas clases lipidicas de caracter neutro (Tabla 2). Concretamente,
los niveles de DAG y 4cidos grasos libres aumentan de forma progresiva y significativa desde 0
hasta 72 horas de mantenimiento en nevera. En especifico, los 4cidos grasos libres y DAG
aumentan un 167,2% y 118,5% respectivamente mientras que los TG disminuyen un 22,8% de
forma significativa a las 72 horas de almacenamiento (Tabla 2 y Figura 6). Por otra parte, a la
misma vez que los niveles de colesterol incrementan significativamente un 29,8% con la
refrigeracion prolongada, los ésteres de colesterol muestran una tendencia a la disminucion con el

almacenaje (Tabla 2 y Figura 7).
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Tabla 1. Contenido en lipido total, proteina y TBARs de

leche materna madura refrigerada a 4’C durante 0, 24 y 72 horas.

Oh 24 h 72 h
LT (mg/ml) 38,14 + 15,61 34,32 +£15,02 31,76 + 12,98
Proteina (mg/ml) 19,01 = 4,78 19,04 = 5,49 19,95 = 5,11
TBARs (nmloles. MDA/mg_proteina) 1,03 0,18 1,00 = 0,21 1,15« 0,29

N=30. Datos expresados como media + SD. LT, lipido total; MDA, malonaldehido.

Tabla 2. Perfil de clases lipidicas de

leche materna madura refrigerada a 4’C durante 0, 24 y 72 horas.

Oh 24h 72h
ESF 0,73 + 0,35 0,74 = 0,36 0,50 = 0,17
FC 0,66 = 0,32 0,51 +0,28 0,40 = 0,18
FS+FI 0,71 0,38 0,65 + 0,41 0,61 = 0,41
FE 0,93 + 0,74 0,77 + 0,63 0,96 = 0,63
MAG 0,70 + 0,58 0,83 = 0,88 0,82 0,73
DAG 320+ 1,085 | 467+120° 7,19%1.25
COL 482+ 1,18 494 1,11"™ 626099
AGL 8,06+3,060 | 12,95+542" | 21,54 +645
TG 7470 £ 437" 69,96 £ 543" 57,65+7,31"
EC 6,71 + 2,65 5,07 = 1,65 4,49 +3,17
LP 3,74 + 1,98 3,42 2,01 329 + 1,63
LN 9626198 | 9658+201 @ 96,71 = 1,63

N=30. Datos expresados como media + SD.

AGL, acidos grasos libres; COL, colesterol; DAG, diacilglicéridos; ESF,
esfingomielina; EC, ésteres de colesterol; FC, fosfatidil colina; FE, fosfatidil
etanolamina; FI, fosfatidil inositol; FS, fosfatidil serina; LN, lipidos neutros; LP,

lipidos polares; MAG, monoacilglicéridos; TG, triglicéridos. abe_ p=<0,05.
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Figura 6. Contenido en diacilglicéridos (DAG), acidos grasos libres (AGL) y triglicéridos

(TG) de leche materna madura a 0, 24 y 72 horas de refrigeracion en nevera.
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Figura 7. Contenido en colesterol (COL) y ésteres de colesterol (EC) de leche materna

madura a 0, 24 y 72 horas de refrigeracion en nevera.
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La infancia es un periodo vulnerable en la que los primeros 6 meses de vida del bebé,
dependen de una tUnica fuente de nutricion que es la leche materna, para la correcta
maduracion y desarrollo de sus organos (1). Las necesidades nutricionales del feto y del
recién nacido se ven incrementadas en el embarazo y la lactancia debido al répido
crecimiento, por ello es esencial ingerir AGPI-CL porque influyen positivamente en el
neurodesarrollo fetal y del bebé, con posteriores beneficios en la etapa adulta (8). También la
lactancia materna aporta efectos protectores sobre enfermedades infecciosas, especialmente
gastrointestinales (diarreicas), reduciendo la morbilidad y mortalidad infantil (30,40).

La evidencia reciente demuestra que la madurez neural del lactante esta directamente
relacionada con las concentraciones de AGPI-CL de la leche materna (39). Por ello, una
disminucion de la ingesta alimenticia de 4cidos grasos ®-3, asociada a un desbalance dietario
de la relacion de las series -6 y »-3, afecta negativamente a las mujeres en edad fértil y
periodo de gestacion (8). Razén por la que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
recomienda y concluye que la lactancia materna exclusiva hasta los 6 meses de edad, reporta
multiples beneficios tanto para el lactante como para la madre que amamanta (30,31).

Una practica actual en los hogares que ofrece gran comodidad a las madres, es el uso de
la leche materna refrigerada que permite continuar con la lactancia en su ausencia, asi como el
uso que se le da en las NICU para los neonatos en régimen de ingreso hospitalario.
Numerosos estudios continuian investigando sobre el almacenamiento de leche materna recién
extraida, para garantizar la maxima conservacion de sus propiedades nutricionales e
inmunologicas, para que sean lo mas similares a las de la leche directa del seno materno. El
presente ensayo ha querido estudiar el efecto que produce la conservacion refrigerada de la
leche materna madura, en su perfil proteico y lipidico. Asi como también observar qué sucede
en las diferentes clases lipidicas y concentracion de sustancias reactivas al TBA, indicador de
la peroxidacion lipidica.

Los resultados obtenidos muestran que no existe efecto del tiempo de almacenamiento a
4°C hasta un maximo de 72 horas, en el contenido lipidico y proteico, y sustancias reactivas al
TBA de la leche materna ensayada. Sin embargo, si se observan diferencias significativas en
el perfil lipidico y, mas concretamente, en ciertos lipidos neutros como los DAG, el
colesterol, los acidos grasos libres y los TG. Con todo ello se pretende informar del efecto
observado en la leche y contrastar resultados con la informacion obtenida de publicaciones de

otros autores. Con el fin de poder estimar si la practica de almacenar este liquido bioldgico en
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las condiciones ensayadas afecta a la estabilidad de la grasa lactea y de la proteina, para
contribuir al fomento de la prolongacion de la lactancia.

Existe variabilidad de resultados en publicaciones cientificas debido a diferencias en el
disefio de los estudios y los enfoques metodologicos empleados. La leche humana es un
alimento fresco y vivo con muchas propiedades y nutrientes que cambian con el
almacenamiento. Si bien existen evidencias de que la conservacion de la leche materna puede
ser segura y permite la nutricion 6ptima al bebé cuando la lactancia directa no es posible (24).

El estudio del efecto del almacenamiento sobre los componentes de la leche materna es
muy diverso; la mayoria se han centrado en los efectos bacterioldgicos, nutricionales e
inmunologicos de la misma (18,45). Por ejemplo, se ha demostrado la inocuidad de la leche
refrigerada a 4°C evaluando la capacidad de crecimiento bacteriano, en muestras almacenadas
hasta las 72 horas e incluso después de 4-8 dias, bajo condiciones estandarizadas (24). Otros
autores reportan que la integridad de la leche materna fresca no se ve afectada después de 5
dias de almacenamiento a 4°C, teniendo en cuenta la frecuencia con la que el refrigerador se
abria cada dia (43).

Teniendo en cuenta lo anterior, el presente trabajo se ha centrado en estudiar qué sucede
con la composicion lipidica y proteica de la leche materna en el almacenamiento por el valor
nutricional que ofrecen, para poder determinar que el empleo de esta practica preserva de
forma 6ptima dichos componentes.

Un estudio previo muestra que la refrigeracion prolongada a 4°C durante 96 horas, no
afecta al perfil de &cidos grasos de la leche materna, mientras que los niveles acidos grasos
libres aumentan 2,2 veces (1,1-2,4%) con el almacenamiento (10), lo cual esta en concordancia
con nuestros resultados. En nuestro estudio, aunque el contenido en lipido total se mantiene
estable durante todo el procedimiento, al igual que en estudios similares previos (43,44,47), se
observa un aumento de 2,67 veces en el contenido de 4cidos grasos libres (8,1-21,5%) en la
leche materna almacenada a 4°C durante 72 horas. Igualmente se detecta un aumento de los
DAG de 2,2 veces. Este aumento de los acidos grasos libres y DAG asociado a un descenso de
1,3 veces de los TG, es probablemente el resultado de la accion de las lipasas de la leche
materna sobre los TG, lo cual es apoyado por estudios previos que indican una lipolisis durante
el almacenamiento en frio de este fluido bioldgico (43,44,45). Ademads, aunque no llega a ser
significativa, otros autores indican una ligera reduccion de los niveles de TG de la leche durante
la refrigeracion, a pesar de observar una reduccion significativa del pH, lo cual es un indicio del

incremento de acidos grasos libres en la leche (33).
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Debido a que la leche materna contiene dos lipasas, una dependiente de sales biliares
(BSSL) que es activa en el intestino del lactante y, por tanto, inactiva en la leche materna (19)
y otra LPL independiente de sales; la actividad lipolitica encontrada en la leche refrigerada
almacenada a 4°C en el presente ensayo, podria ser mayormente adscrita a esta tltima, lo cual
también es sugerido por otros autores (29,37,50). Por otra parte, el incremento significativo
del colesterol libre durante el tiempo de almacenamiento en frio, de igual forma que el
descenso notable de los ésteres de colesterol a las 72 horas de almacenaje, indican con esta
tendencia que se ha producido una accion hidrolitica por las esterasas independientes de sales
biliares contenidas en la leche materna. Estas esterasas han sido descritas y valorada su
actividad en ensayos previos sobre leche materna almacenada a diferentes temperaturas
(19,52). En conjunto, se podria sugerir que la actividad de las lipasas y esterasas de la leche
materna refrigerada, pueden contribuir favorablemente a la digestion inicial de la grasa lactea
hasta el consumo por el lactante.

Respecto al contenido proteico de la leche materna, a pesar que estd descrito que el
proceso de refrigeracion puede generar protedlisis (36,43), otros estudios observan que esta
disminucién no es significativa (33,47). Estos datos estdn en la misma linea que los resultados
que hemos obtenido, ya que la leche materna del presente ensayo no muestra un descenso en
el contenido proteico con un nivel de significacion, hasta un maximo de 72 horas en
refrigeracion. Por otra parte, este hallazgo podria tener relacion con un estudio previo que
evidencia una protedlisis minima de la leche materna a 15y 25°C de almacenamiento,
sugiriendo que las proteinas de la leche probablemente mantienen su estructura y funcion
durante el almacenamiento a corto plazo, incluso a temperatura ambiente (46).

Atendiendo al proceso oxidativo de la leche se sefiala que la formacion de perdxidos
lipidicos, probablemente por la mayor presencia de acidos grasos libres que genera la
actividad lipolitica sobre los TG durante el almacenamiento, esta en relacion con la capacidad
antioxidante total (CAT) de la leche humana (18). Aunque algunos autores defienden la
reduccion de la practica de almacén y uso posterior de la leche materna, debido a que han
comprobado que la refrigeracion causa una disminucién de la CAT de la misma (18), otros
observan una CAT invariable después del proceso de almacenamiento (10).

Si bien la CAT es determinada en numerosos ensayos como indicador del estado
antioxidante de la leche, imprescindible para mantener la integridad de sus componentes, los
niveles de TBARs son ampliamente analizados como indicador del proceso de la

peroxidacion lipidica. En cuanto a la degradacion de la grasa lactea, estudios previos sefialan
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que los niveles de TBARs aumentan en leche materna refrigerada (13,32), lo cual podria ser
debido a un desbalance de los sistemas antioxidantes.

Sin embargo, los resultados del presente estudio, en concordancia con los resultados
obtenidos por Bertino et al. (10) y Michalski et al. (48), muestran una ausencia de variacion
en los niveles de TBARs de la leche materna a lo largo del proceso de refrigeracion. Este
hallazgo indica que no hay evidencias de peroxidacion lipidica, principalmente de los acidos
grasos libres producidos y presentes en la leche después de 72 horas a 4°C. Todo ello podria
ser debido a que la capacidad antioxidante de la leche permanecié invariable bajo las
condiciones ensayadas, estando apoyado por hallazgos previos que indican una conservacion
del poder antioxidante de la leche materna refrigerada (10). Este hecho es particularmente
relevante para bebés pretérmino, quienes tienen una capacidad antioxidante reducida siendo
mas vulnerables al estar expuestos a estrés oxidativo causado por infecciones, radicales de
oxigeno, transfusiones de sangre, nutricion parenteral, etc. (49).

Preservar los componentes nutricionales de la leche materna madura almacenada, es
fundamental para la correcta alimentacion y salud del neonato, asi como un apoyo en el
fomento de la lactancia. Considerando que los ensayos sobre dichos nutrientes estudiados, son
una practica segura y eficaz, cuando la lactancia no puede desarrollarse directamente a través
del seno materno.

El presente estudio aporta nuevos datos sobre el perfil lipidico de la leche materna en
condiciones de almacenamiento refrigerado a lo largo del tiempo hasta un maximo de 72
horas, siguiendo los protocolos establecidos para este fin. Sin embargo, seria relevante
continuar desarrollando este campo mediante el empleo de un nimero mayor de muestras y
mayor tiempo de almacenaje, para continuar observando el comportamiento de la grasa y de
las proteinas de la leche materna, asi como poder determinar la actividad lipolitica y oxidativa

mediante el empleo de técnicas complementarias.
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CONCLUSIONES

1.

Los resultados obtenidos en el presente ensayo muestran que la refrigeracion
prolongada de la leche fresca a 4°C hasta 72 horas no afecta su contenido lipidico total.
Las concentraciones de las fracciones de lipido polar y lipido neutro de la leche de las
madres donantes no varian a lo largo del tiempo de almacenamiento.

La refrigeracion prolongada de la leche materna modifica el perfil de clases lipidicas del
lipido neutro. Los triglicéridos disminuyen a la vez que los diacilglicéridos y los acidos
grasos libres aumentan de forma significativa y progresiva, lo cual podria sefalar
lipolisis en los triglicéridos de la grasa lactea.

El colesterol incrementa de forma significativa con el proceso de almacenaje de la leche
en frio. Este hecho apunta a una actividad de las esterasas no dependientes de sales
biliares sobre los ésteres de colesterol, los cuales disminuyen notablemente durante el
periodo de refrigeracion ensayado.

Los niveles de proteinas de las muestras de leche materna no muestran ninguna
variacion en su contenido total, lo cual pondria indicar una ausencia de proteolisis en el
tiempo transcurrido de almacenaje.

Los niveles de TBARs determinados en este ensayo nos muestran que no aparecen
indicadores de una oxidacion lipidica, al no variar su contenido en la leche hasta 72
horas en refrigeracion. Si bien existe una lipolisis activa en condiciones de
almacenamiento refrigerado a 4°C, los acidos grasos presentes en la leche, no sufren

procesos oxidativos y por lo tanto la calidad de la grasa lactea permanece invariable.
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CONCLUSIONS

1.

The results obtained in the present study indicate that prolonged refrigeration of fresh
milk at 4°C up to 72 hours do not affect its total lipid content.

Polar lipid and neutral lipid fraction proportions of breast milk do not vary over the
storage time.

Prolonged refrigeration of human milk changed the neutral lipid class profile. A
decrease of triglycerides, as well as a significantly and progressively increase of the
diacylglycerides and free fatty acids, may indicate triglycerides lipolysis of milk fat
during storage.

Cholesterol increases significantly at the same time that cholesterol esters decrease with
prolonged refrigeration of breast milk, which could be ascribed to the activity of non-
bile salt esterases.

Breast milk total protein content does not vary during cold storage, suggesting an
absence of proteolysis.

Unchanged TBARs levels of breast milk during prolonged refrigeration point out the
lack of lipid oxidation during storage. Despite a limited lipolysis during storage was
observed, no sings of fatty acid oxidation were detected, and consequently the quality of

milk fat remained unaffected.
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