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RESUMEN

Introduccion: La leche materna es el alimento ideal para nifios
desde el nacimiento hasta los seis meses de edad. Muchas
madres interrumpen la lactancia materna por diversas causas,
por lo que la administracion de leche materna procedente de
bancos de leche surge como alternativa a ser evaluada.
Objetivo: Determinar las variaciones en la composicion
proteica de la leche materna durante el almacenamiento bajo
congelacion. Materiales y Métodos: Fueron colectadas 31
muestras de leche madura de mujeres entre 17 a 35 afos. Las
muestras se almacenaron en congelacion (—20°C), durante
periodos de 15, 30, 60, y 90 dias. Una alicuota de cada muestra
fue analizada como control basal. La concentracion de proteinas
totales (g/dl) fue determinada por el método de Lowry, se
transformdé en g/dia y calculdé las calorias proteicas,
considerando el consumo de 850 ml de leche. Se caracterizaron
las fracciones proteicas de la leche con la técnica de
electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).
Resultados: Los resultados mostraron una concentracion
proteica de 1,58 g/dl al inicio y de 1,61 g/dl a los 90 dias. No se
encontraron variaciones significativas al comparar el contenido
de proteinas, ni en el aporte proteico y calorico de la leche
durante el almacenamiento bajo congelacion (P>0,05). El perfil
electroforético so6lo demostrd variaciones en fracciones
proteicas de bajo peso molecular. Conclusiones: La estabilidad
de los componentes proteicos ratifica como segura la forma de
almacenamiento de la leche materna humana bajo congelacion
porun periodo de 3 meses en bancos de leche.

Palabras claves: Leche materna madura, proteinas,
congelacion, electroforesis, banco de leche.

INTRODUCCION

La lactancia materna es fundamental para la
supervivencia, crecimiento y desarrollo del neonato en

ABSTRACT

Introduction: Breast milk is the ideal food for children from
birth to age six months. For various reasons many mothers stop
breastfeeding early, for which reason supply of breast milk from
milk banks is an alternative that should be evaluated. Objective:
To determine variations in protein composition of breast milk
during frozen storage. Materials and Methods: We collected 31
samples of mature milk of women between ages 17 and 35.
Samples were stored frozen (-20° C) for periods of 15, 30, 60,
and 90 days. An aliquot of each sample was analyzed for baseline
control. Total protein concentration (g/dl) was determined by
Lowry method and protein calories as g/day were calculated
based on a consumption of 850 ml of milk. Protein fractions of
milk were determined by sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Results:
Results showed a protein concentration of 1.58 g/dl at baseline
and 1.61 g/dl at 90 days. Comparison found no significant
differences in protein content or protein and calorie value of the
milk during frozen storage (P>0.05). The electrophoretic profile
showed changes only in low molecular weight protein fractions.
Conclusions: The stability of the protein components
demonstrates safe storage of frozen human milk in milk banks
foraperiod of 3 months.

Keywords: Mature breast milk, protein, freezing,
electrophoresis, milk bank.

términos de salud y nutricion y es la fuente perfecta de
alimento durante los primeros 6 meses de vida. Sin
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embargo, ese no es su Unico atributo, ya que también
protege al recién nacido de diarreas e infecciones
respiratorias agudas, estimula el sistema inmunologico,
potencia la respuesta del organismo a las vacunas y
contiene cientos de moléculas, enzimas, proteinas y
hormonas beneficiosas parala salud "

Adicionalmente, suministra beneficios econémicos para
la nacion, reflejado en una reduccion en los costos del
cuidado de salud y disminucion del ausentismo laboral
por enfermedad infantil. Ademas posee ventajas
nutricionales, por sus caracteristicas adaptadas a la
capacidad digestiva y necesidades metabodlicas del
lactante. A pesar de sus ventajas, existe a nivel mundial,
una notoria disminucion del periodo de lactancia, siendo
muy diversas las causas ?.

El Fondo de Naciones Unidas para la infancia (UNICEF)
considera que amamantar es clave para la supervivencia,
sin embargo mas del 60% de las madres no amamantan a
sus hijos, por ello esta organizacion esta trabajando para
estimular a las madres de todo el mundo a alimentar a sus
hijos, con el fin de reducir la mortalidad en un 20%.
Resultados de investigaciones recientes reportan que
alimentar niflos inicamente con leche materna durante los
seis primeros meses puede salvar 1.3 millones de vida por
afio; esto significa que todos los dias se salvarian mas de
3000 vidas. Estudios realizados en América Latina
indican que la prevalencia y duracion de la lactancia
materna en este continente es mas baja que en Africa y
Asia. En Venezuela se ha observado un importante
descenso de la utilizacion de lactancia natural exclusiva
la cual se ubica en 7% en todo el pais .

Por ser el alimento ideal para el recién nacido y lactante,
en el mundo entero se estan desarrollando estrategias para
aumentar la disponibilidad de leche materna para nifios
cuyas madres trabajan, fallecen, estdn enfermas, no
produzcan suficiente leche, entre otras causas. Aunque los
avances tecnologicos han permitido conocer cada vez
mejor la composicion de leche humana, no ha podido ser
reproducida totalmente .

Los bancos de leche humana constituyen una estrategia de
suma importancia. Estas instituciones se encargan de
recolectar leche de otras madres, clasificar, congelar y
distribuirla a los nifios que la necesitan, y representan un
rol fundamental en la promocion, proteccion y apoyo a la
lactancia materna, En Venezuela funcionan siete bancos
de leche, ubicados en Caracas, Apure, Bolivar, Guarico y
Sucre; los mismos constituyen un primer eslabon para
cumplir las metas propuestas . Para la creacion de otros
bancos, se hace imprescindible analizar las variaciones en
la composicion quimica de la leche materna madura
durante el almacenamiento, determinando su calidad
antes de ser suministrada a los lactantes .

Muchas propiedades de la leche humana se deben a sus
proteinas y a los aminoacidos que las componen. Las
proteinas son macromoléculas formadas por aminoacidos
y desempefian funciones muy variadas, todas ellas de gran
importancia. Son fundamentales en la regulacion de la
velocidad de crecimiento, en el control y maduracion de la
inmunidad, tienen accidn bacteriostatica y participan en
el desarrollo del comportamiento. Algunos aminoacidos
son importantes para las funciones del organismo, pero lo
mas frecuente es que se unan para formar péptidos y
polipéptidos. De estos aminoacidos algunos son
esenciales al no poder ser sintetizados por el organismo
humano y en la lactancia el nimero de estos aminoacidos
es mayor, por la inmadurez de los sistemas enzimaticos
que intervienen en su sintesis a partir de varios precursores
(6)

Estudios previos muestran resultados variables en cuanto
a modificacion en la composicion proteica de la leche
humana durante el almacenamiento a diferentes
temperaturas. Se ha reportado que puede ocurrir
proteolisis durante la refrigeracion, mientras que en la
congelacion no suceden estos cambios; la leche congelada
ha reflejado similitudes a la de la leche fresca “'”. Cabe
destacar que estas investigaciones fueron realizadas por
periodos de tiempo muy cortos.

Es importante sefialar que cuando la leche humana se
somete a temperaturas inferiores a -0,55°C, (punto de
congelamiento), ademas de la reduccion de la velocidad
de las reacciones enzimaéticas, ocurre una reduccion de la
actividad del agua que antes era disponible para el
crecimiento bacteriano, esta se transforma en agua
quimicamente concentrada, formando cristales de hielo,
haciéndose indisponible para microorganismos. Por ello,
el producto mantenido bajo congelamiento soporta un
periodo de almacenamiento mayor que el refrigerado "
El objetivo de la presente investigacion fue determinar las
variaciones en la composicion proteica de la leche
materna madura durante la congelacion y comprobar si la
calidad proteica de la misma se modifica en comparacion
con la leche humana fresca. Esto permitira establecer si la
leche materna almacenada bajo estas condiciones en un
banco de leche llegara al lactante en las mismas
condiciones y con el mismo valor nutritivo que la
suministrada naturalmente del seno de su madre.

MATERIALES Y METODOS

Tipo de Investigacion.

La presente investigacion experimental consistio en una
serie de ensayos de laboratorio a través de los cuales se
determino el efecto del almacenamiento por congelacion
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sobre las proteinas y fracciones proteicas en muestras de
leche materna madura de mujeres habitantes de la ciudad
de Maracaibo. Se trat6 de un estudio de tipo correlacional,
doénde se evaluaron las posibles correlaciones entre el
tiempo de almacenamiento bajo congelacion y las
concentraciones totales de proteinas y de las fracciones
proteicas en laleche materna.

Poblaciony Muestra.

Lapoblacion estuvo representada por leche de 150 madres
lactantes. Se consideraron los siguientes criterios de
inclusion: mujeres con edad entre los 17-35 afios, que
hayan tenido un parto a término y en periodo de lactancia
mayor de 15 dias (leche madura) e inferior a los 4 meses
postparto, sin ninguna enfermedad para el momento de la
toma de muestra y sin consumo de suplementos
nutricionales o medicamentos “*'”. Todas las mujeres que
participaron manifestaron su consentimiento por escrito.
Los procedimientos empleados estuvieron de acuerdo con
las normas éticas de la declaracion de Helsinki y la
CIOMS .

Al examinar la poblacion, solo 31 muestras de leche
fueron tomadas en cuenta para realizar el estudio, El tipo
de muestreo a utilizar fue no probabilistico intencional **.

Obtencion de las Muestras de Leche Materna.

Para obtener las muestras, se utiliz6 un procedimiento
referido como “extraccion manual”, el cual consistié en
extraer la leche sin la utilizacion de ninguna bomba de
succion; se realiza con las manos, ejerciendo
movimientos circulares y realizando presion sobre la
areola. La extraccion dur6 de 10 a 15 minutos, y se extrajo
del seno materno de 5 a 10 ml de leche. Las muestras se
depositaron en recipientes de polipropileno estériles y
quimicamente limpios, para luego ser transportadas de la
manera mas higiénica posible en un contenedor con hielo
hasta el laboratorio en los 20-25 minutos posteriores a la
toma de la muestra.

Condiciones de Almacenamiento.

Las muestras recolectadas fueron separadas en 5 alicuotas
de 1 ml en tubos de polipropileno estériles y
quimicamente limpios. Estos se almacenaron en un
congelador (Admiral) a temperatura de —20°C, durante
periodos de 15, 30, 60, y 90 dias. Una alicuota de cada
muestra fue analizada inmediatamente como
basal (dia 0)"”.

Determinacion de Proteinas Totales.

La concentracion de proteinas totales se determino usando
el método cuantitativo para micro determinacion de
proteinas totales segiin Lowry (modificado), con un kit
comercial (Sigma). La densidad optica de la mezcla
reactiva se midi6 en un espectrofotometro UV/Visible
(RS Labomed, Inc.) a 540 nm. Los valores proteicos de las
muestras (g/dl), fueron extrapolados a partir de una curva

control

de calibracion elaborada con diluciones de una solucién
estandar de albumina sérica bovina. Se consideré como
normal el valor de 1,1 g/dl en leche materna "’

Las concentraciones de proteinas (g/dl) fueron
transformadas a g/dia, multiplicando el contenido
promedio en 1 ml de leche materna madura por un
volumen de 850 ml de leche (volumen promedio de leche
ingerida diariamente por un lactante durante los primeros
6 meses de vida)'" . Con estos valores y considerando
como referencia un promedio de 13 g/dia de proteinas en
niflos de 0-6 meses'™”, se estimé el porcentaje de
adecuacion (%ADE), utilizando la ecuacion: %ADE =
(Ingesta diaria del nutriente 100)/Recomendacion diaria
parael nutriente

El porcentaje de adecuacion fue evaluado de acuerdo a las
siguientes categorias: deficiente <90%; normal 90-110%;
exceso>110% “". Las calorias aportadas por las proteinas
(kcal/100 ml) fueron estimadas multiplicando el valor de
la concentracion de proteinas (g/dl) por 4 .
Caracterizacion de las Fracciones Proteicas de la Leche.
Se utilizo la técnica de electroforesis en poliacrilamida
bajo condiciones desnaturalizantes, en presencia de
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), con concentracion
del gel de corrida al 10%. Este procedimiento se
implementd para obtener un patrén normal de corrida y
separacion de los componentes estudiados en las
muestras, también para comparar las bandas proteicas de
la leche materna durante los dias de almacenamiento. Se
realizd una identificacion parcial de cada banda proteica,
en comparacion con el desarrollo de bandas reportado
para un patron certificado de corrida, tomando en cuenta
sus pesos moleculares (PM) expresados en kilodaltones
(kDa).

La metodologia implementada correspondi6 a la descrita
por Laemmli (1970). Las alicuotas de leche (31 muestras)
fueron previamente diluidas en una proporcion de 1:4
(v/v) con buffer fosfato salino (PBS) estéril y luego se
mezclaron con 2-mercatoetanol en una concentracion
final de 0,08% (p/v). Finalizada la electroforesis los geles
fueron sometidos a tincion con azul brillante de
Coomassie “’.

Andalisis Estadistico

Se empleo estadistica descriptiva, reportando los valores
como el promedio la desviacion estandar o porcentajes.
La distribucion normal de resultados se determino con la
prueba de Shapiro-Wilks. Se aplico la prueba del Analisis
de Varianza de una Via (ANOVA), con la finalidad de
detectar posibles variaciones en los promedios obtenidos
para la concentracion de proteinas totales durante los
periodos de almacenamiento bajo congelacion. También
se realizdo un analisis de correlacion de Pearson para
relacionar estas variables. Los resultados se consideraron
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significativos con una P<0,05. Todos estos
procedimientos fueron realizados con el programa SPSS,

version 12.0 para Windows **.
RESULTADOS

La Tabla 1 muestra las variaciones en el contenido de
proteinas totales de la leche materna madura durante el
almacenamiento bajo congelaciéon. La concentracion
proteica inicial fue de 1,58 g/dl y al finalizar el periodo
experimental (90 dias) se obtuvo un promedio de 1,61
g/dl.

Tabla 1: Variaciones en el contenido de proteina total
durante el almacenamiento de la leche materna bajo

congelacion.

Dias Proteina total (g/dl)* Rango (g/dl)
0 1.58+123 0.36-4.62
15 1.84+0.89 0.80-5.33
30 1.29+0.68 0,54-3,77
60 1.71+£0.79 0.47-4.26
90 1,61+£0,67 0.36-5.33

Total 1.61 £ 089 036-5.33

* Promedio + la desviacion estandar. ANOVA p>0,05.

La concentraciéon minima se observo a los 30 dias de
almacenamiento y la maxima a los 15 dias de
almacenamiento (Figura I).

2
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Proteina total (g/dl)

Dias
Figura 1: Contenido de proteina total en leche materna durante el
almacenamiento bajo congelacion.

No se encontraron variaciones significativas (P>0,05), al
comparar el contenido de proteinas entre los periodos de
almacenamiento (7abla 2).

Tabla 2: Resultado del analisis de varianza para el
contenido de proteinas totales en leche almacenada bajo
congelacion.

Suma Grados de Media

Variacién cuadrados libertad cuadratica L L

Intergrupos 5,233 4 1,308 = =

Intragrupos 116,210 150 0,775 1,689 0,156
Total 121,442 154

* F representa el estadistico de prueba.
** Valor es significativo si P<0,05.

En la Tabla 3 aparece el aporte de proteina y calorias de la
leche materna. El aporte proteico al final del periodo de

almacenamiento se encontré dentro del rango normal con
una adecuacion del 105%, considerando el consumo
diario de 850 ml de leche materna. El aporte caldrico
oscild entre 5,16 y 7,36 kcal/100 ml, sin diferencias
significativas (P>0,05).

Tabla 3: Variaciones en el aporte proteico y caldrico de la
leche materna almacenada bajo congelacion.

Dias Aporte % ADE Aporte calorico
proteico * proteinas i
0 13.43 110 6.16
15 15,64 120 7.36
30 10,97 84 516
60 14,54 112 6.84
90 13.69 105 6.44
Total 13.65 105 639

* Proteinas aportadas en 850 ml de leche materna (g/dia).

** Calorias aportadas por las proteinas (kcal/100 ml). ANOVA
P>0,05.

Los resultados del analisis de correlacion de Pearson
demostraron que no existe una relacion significativa
entre la concentracion de proteinas totales y el tiempo
de almacenamiento bajo congelacion de las muestras de
leche materna madura, P>0,05 (Tabla 4).

Tabla 4: Estudio de correlacion entre el contenido de
proteinas en leche materna y el tiempo de almacenamiento

bajo congelacion.
Variable R* P
Proteica-tiempo de
-0,013 0,876

almacenamiento

* R corresponde al coeficiente de correlacion de Pearson.
** Valor es significativo si P<0,05

Por otra parte, los patrones electroforéticos de las
proteinas presentaron las caracteristicas tipicas de la leche
humana (Figura 2). Se observé una banda proteica de
aproximadamente 97,4 kDa, otra de 66,2 kDa, una banda
amplia y difusa en la region de 31,0 kDa, dos bandas por
debajo de los 31,0 kDa y una banda proteica en la region
de 14,4 kDa. So6lo fueron detectadas diferencias en las
bandas proteicas de menor peso molecular, con
variaciones que aparecen en las muestras de leche a partir
del dia 15 de almacenamiento, haciéndose éstas mas
evidentes en los patrones de corrida de las proteinas a los
90 dias de almacenamiento.
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Dias
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Figura 2: Patréon de proteinas de leche materna obtenido por
electroforesis en geles de poliacrilamida. PM representa los marcadores
de peso molecular (kilodaltones).

190 Pediatr. (Asuncion), Vol. 37, N°3; 2010



DISCUSION

Las recomendaciones internacionales abogan por la
lactancia materna exclusiva hasta los 6 meses. De alli que
los requerimientos nutricionales de los infantes estan
basados en la composicion de la leche humana *”. Aunque
en los paises en vias de desarrollo se presentan los niveles
mas altos de lactancia materna en recién nacidos, la
recomendacion de mantener una lactancia materna
exclusiva durante el primer semestre de la vida no es
acatada en lamayoria de los casos, por esto las practicas de
lactancia estin muy lejos de ser optimas *.

Muchos lactantes ven dificultada la ingesta de leche
materna debido a periodos de ayunos prolongados, ante
enfermedades generales o digestivas que imposibilitan su
utilizacion. Asimismo, el precoz reintegro laboral
materno es una causa frecuente de destete precoz, razon
por la cual afecta principalmente a clases sociales mas
bajas, al disminuir el tiempo de lactancia materna “"*". En
todos los casos se expone al recién nacido a un mayor
riesgo de padecer enfermedades y muerte prematura *”
Como respuesta, muchos paises han decidido crear
bancos de leche humana, con el propdsito de recoger,
controlar, procesar, almacenar y distribuir leche humana
donada, Sin embargo, hay que tener presente que la leche,
una vez extraida, comienza a perder los factores
antimicrobianos naturales y puede alterarse su
composicién, si es manejada en condiciones
inadecuadas®”.

La leche materna es fuente de compuestos que actiian en
diferentes actividades bioquimicas y fisiologicas, de gran
importancia para el desarrollo y crecimiento de 6rganos y
tejidos, y contiene numerosos factores de defensa contra
agentes patogenos. En ella se encuentran proteinas,
péptidos, hormonas y factores de crecimiento, enzimas,
nucledtidos, poliaminas, oligosacéridos, acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga, entre otros componentes
“ Uno de los aspectos fundamentales para lograr un
crecimiento y desarrollo normal, esta relacionado con un
aporte adecuado de proteinas, tanto en cantidad como en
calidad "\

En el presente estudio, se analizaron las variaciones en la
composicion proteica de la leche materna madura durante
el almacenamiento por congelacion. Los resultados del
almacenamiento a -20°C durante 90 dias mostraron una
estabilidad quimica en el contenido de proteinas totales de
la leche materna madura, casi idéntica a la obtenida en la
leche recién extraida.

A pesar de no ser significativo, se observo un ligero
aumento en las proteinas de la leche almacenada bajo
congelacion. Esto puede representar un efecto de
concentracion de los solutos en las muestras de leche

debido a deshidratacion, lo cual ocurre cuando el envase
empleado (envase barrera) no es el adecuado o no esta
suficiente lleno .

La estabilidad en la concentracion de proteinas en la leche
durante el almacenamiento bajo congelacion se interpreta
como el efecto protector de las bajas temperaturas al
inhibir el desarrollo bacteriano **”, principal responsable
de la degradacion de proteinas “”. Es importante sefialar
que las muestras de leche analizadas no fueron sometidas
a ningUn otro tratamiento de preservacion, por lo que la
carga microbiana al comienzo de la congelacion seria la
misma que al momento inicial de la extraccion de las
muestras.

La concentracién promedio de proteinas en la leche
materna madura fue de 1,61 g/dl, mayor que el valor de
referencia de 1,1 g/dl en leche materna segun la Tabla de
Composicion de Alimentos del Instituto Nacional de
Nutricion "”. Sin embargo, niveles mas elevados de
proteinas han sido reportados por otros autores en leche
materna madura de mujeres venezolanas © y de otros
paises .

Cuando se calcul6 el aporte diario de proteinas utilizando
un volumen de leche de 850 ml y se compard con los
requerimientos diarios para lactantes de 0 a 6 meses ">,
la leche materna cubriria los requerimientos de proteinas,
con una adecuacion promedio de 105%. Aunque los
requerimientos de proteina del neonato son elevados, una
ingesta de proteina mayor a sus necesidades puede dar
lugar a problemas metabolicos que llegarian a generar
graves dafios, ya que no poseen una maduraciéon completa
de muchos organos. Estos problemas no se dan en la
lactancia materna siempre que se sigan correctamente las
indicaciones de dosificacion .

En cuanto al porcentaje de calorias aportados por las
proteinas en las muestras de leche analizadas, éste vario de
6,16 kcal/100 ml en la leche recién extraida (dia 0) hasta
un 6,44 kcal/100 ml al final del almacenamiento bajo
congelacion (dia 90), con un promedio total de 6,39
kcal/100 ml.
informados en la bibliografia para leche de mujeres
venezolanas, donde oscila entre 6,68 kcal/100 ml a 8,04
kcal/ml en leche materna madura de 16 dias a 6 meses .
La leche contiene alrededor de 70 calorias por cada 100
ml, donde 50-55% es aportado por las grasas y entre 5-
10% por las proteinas .

Por otra parte, los patrones electroforéticos de las
proteinas revelaron la presencia de bandas que
corresponderian a las proteinas presentes en la leche
materna: La lactoferrina (76,4 kDa), la IgA secretora
(cadena ligera de 24,4 kDa) y la lisozima (14,8 kDa)

Estos resultados son similares a los
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suman el 24,1% de las proteinas de la leche humana.
Luego aparecen las caseinas (21,1-38,2 kDa)
constituyendo el 40% de las proteinas de la leche humana.
Otra banda notoria entre las proteinas de los productos de
lactancia es la &t -lactoalbumina (14,6 kDa) que constituye
el 18% de las proteinas en la leche humana “”. Las
caseinas junto con lact-lactoalbiimina, parecen haber sido
las fracciones que experimentaron la mayor variacion
entre los componentes proteicos al comparar el patron de
corrida de las muestras de leche frescas y después de
permanecer 90 dias almacenadas bajo congelacion.

Las micelas de caseina estan formadas por subunidades
proteicas; predomina la f-caseina y es minoritaria la k-
caseina; la c-caseina estaria ausente. Se ha planteado que
los fragmentos de caseina estimulan el sistema
inmunoldgico del lactante. También se le asignaron roles
relacionados con la absorcion de iones calcio y
actividades antitrombdticas, antihipertensivas y opioides.
El otro grupo son las proteinas del suero, donde la a-
lactolbimina es la mayoritaria, con una secuencia de
aminoacidos que responde adecuadamente a los
requerimientos del lactante. Presenta  apropiada
concentracion de cistina y triptofano, limitantes en
formulas a base de leche bovina, interviene en la sintesis
de lactosa, aunque no existe una relacion directa con su
contenido
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