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RESUMEN

La alimentaciéon de un recién nacido prematuro es de vital importancia para su desarrollo
Optimo. Por medio de esta investigacion se pretendié conocer la efectividad del procedimiento de
preparacion de formulas lacteas para prematuros del Hospital Roosevelt, tanto nutricionalmente, asi
como, microbioldégicamente; por medio de la determinacion de la calidad de la proteina con la obtencién
de la lisina disponible, las pérdidas de vitamina C por calor, la determinacion del andlisis proximal y
conteo de bacterias coliformes y E. coli. Se observé que, en general, las pérdidas de nutrientes no fueron
significativas y no se encontraron bacterias a ningun tiempo de esterilizacion, por lo que se concluyé que
el proceso de preparacion de las formulas es el adecuado para permitir una alimentacion que provea de los
nutrientes esenciales y sea inocua.



I. INTRODUCCION

La utilizaciéon del procesamiento térmico por autoclave como etapa final de la preparacion de
férmulas enterales infantiles y de adultos, es una practica comun en los hospitales publicos de Guatemala.
Sin embargo, se han realizado varios estudios en paises desarrollados en los que se ha comprobado que
este tipo de procedimientos producen pérdidas de algunos nutrientes en los alimentos y férmulas lacteas;
si estas pérdidas fueran significativas podrian afectar el adecuado desarrollo y crecimiento de nifios que
dependan solamente de estas formulas para su alimentacion y nifios que tengan una aumentada necesidad
de ciertos nutrientes como los neonatos prematuros. (Tomarelli 1985:317)(Lowry 1989:1024)(Harris
1960:525)(Leclere, 2001:4682)

Tomando en cuenta el propésito que tienen estas instituciones para la utilizacion de este
procedimiento, es importante considerar si éste se cumple y si las formulas finalizan totalmente inocuas.
Relacionando el tiempo de esterilizacion con la inocuidad de las férmulas y la retencién de ciertos
nutrientes se puede llegar a resultados que apoyen o critiquen la utilizacién de estos métodos.



II.  ANTECEDENTES
A.  Alimentacion del neonato prematuro

En los servicios de cuidados intensivos del recién nacido, la evaluacion nutricional del nifio
prematuro es un proceso continuo, ya que en él hay un flujo constante de desarrollo, crecimiento y
situacion clinica que modifica continuamente sus necesidades nutricionales, su tolerancia a los distintos
nutrientes y a la alimentacion, y el método de nutricion preferente. La valoracion nutricional y la terapia
en los prematuros debe empezarse inmediatamente después del nacimiento. En comparacién con los
nacidos a término, los nifios prematuros corren riesgo de insuficiencia de nutrientes o intoxicacion por
muchos motivos. Entre ellos estan: (1) el propio nacimiento prematuro, que implica falta de reserva de
nutrientes, (2) un rapido crecimiento que agota en seguida dichas reservas y crea la necesidad de nuevas
ingestas que satisfagan sus necesidades, (3) mayor frecuencia de enfermedades, lo que altera las
necesidades de nutrientes, la tolerancia de las tomas y la eleccién del método alimentario, y (4) la
inmadurez fisiologica, en especial del tubo digestivo, que interfiere en el transito y la tolerancia de los
alimentos por el intestino. Debido a estos factores, las necesidades de nutrientes de un nifio prematuro
son superiores a las del recién nacido a término sano. La leche humana satisface las necesidades de éste,
pero para que el nifio prematuro crezca de manera adecuada es preciso enriquecerla con suplementos de
nutrientes. (Berseth 2002; 293)(Hendricks 2000; 507)

La alimentacion del nifio prematuro debe favorecer el que se duplique el ritmo de crecimiento y
la composicién corporal en comparacion con un feto sano de la misma edad gestacional sin inducir
insuficiencias nutricionales o trastornos toxicos. El régimen nutricional debe maximizar el crecimiento y
la nutricién, pero sin comprometer el estado metabdlico. (Berseth 2002;293)(Hendricks 2000; 509)

Por la via enteral, es posible satisfacer las necesidades del nifio prematuro mediante cantidades
ilimitadas de leche humana enriquecida o de férmulas para prematuros. Cuando estd indicada una
reduccion de liquidos, se debe tener en cuenta la concentracion de la leche, la férmula que se va a utilizar
y lo que se agrega adicional a la férmula en el nifio alimentado por boca. (Berseth 2002; 295)

Para los recién nacidos de menos de 1000 gramos, se recomienda tanto la mitad o el cien por
ciento de leche materna o férmulas para prematuros a 10mL/kg/24 horas por sonda nasogéstrica por
goteo. Si tolera la alimentacion inicial, el volumen se incrementa a 10-15mL/kg/24horas. El incremento
diario en el volumen no debe excederse de 20mL/kg/24 horas. Cuando el volumen ha llegado a
150mL/kg/24 horas, el contenido caldrico debe incrementarse a 24-27kcal/oz. Con una densidad calérica
alta, los infantes tienen riesgo de deshidratacion, edema, intolerancia a la lactosa, diarrea, flatulencia y
vaciamiento gastrico lento. Se necesitan los fluidos intravenosos hasta que la alimentacién provea
aproximadamente 120mL/kg/24 horas. EIl protocolo de alimentacion para infantes prematuros que pesan
mas de 1500 gramos se inicia con un volumen de 20-25mL/kg/24 horas de lactancia materna o formula
para prematuro dada por bolo cada tres horas. Después de esto, los incrementos de volumen de las
férmulas no deben sobrepasar 20mL/kg/24 horas. (Behrman 2000;481)

1. Nutrientes esenciales en prematuros. Se han hecho pocos estudios con respecto al
conocimiento de los nutrientes esenciales en los recién nacidos prematuros de muy bajo peso y
extremadamente muy bajo peso al nacer. Los estudios que se han realizado, los han hecho utilizando
animales como ovinos, de los cuales se ha encontrado mucha informacion Gtil como que durante el tercer
trimestre de gestacion de los fetos ovinos, éstos utilizan de 8 a 10mg/kg/min de glucosa, lo cual es
parecido a lo maximo que pueden tolerar los prematuros. (Hay 1999: 187)



a. Aminoacidos y proteinas. Los recién nacidos prematuros que sélo reciben glucosa
pierden un exceso de 1.2g/kg por dia de proteina enddgena. Esto hace que se vea aumentada la
protedlisis y disminuida la sintesis de proteinas que es muy importante para lograr el crecimiento de estos
recién nacidos y evitar el catabolismo. Se ha visto que una provisién pequefia de aminoacidos, incluso si
el consumo total de energia es bajo, aumenta la sintesis proteica, porque disminuye la diferencia entre la
protedlisis y la sintesis de proteinas y ademas; no afecta el metabolismo. Con un aporte de 1.1-1.5g/kg de
proteina y 30kcal/kg se puede cambiar el balance proteico de negativo a cero o un poco positivo. (Hay
1999: 187)(Ziegler 1999:56)

Sin embargo, aunque el consumo de proteinas sea el adecuado, algunos factores pueden limitar
la utilizaciéon bioldgica de estas proteinas. Uno de estos factores, y talvez el mas importante en
prematuros es el consumo inadecuado de alguno de los aminoacidos esenciales para ellos, lo cual no
permite la correcta formacion de las cadenas peptidicas y, por lo tanto, la formacién de las proteinas
necesarias para el crecimiento. (Hay 1999:187)

Se ha utilizado un modelo de referencia del feto para determinar la cantidad de proteina que debe
ser ingerida para igualar la cantidad de proteina que se deposita en el tejido fetal recién formado. Para
lograr esta ganancia, se debe compensar por pérdidas intestinales y pérdidas obligatorias en la piel y
orina. Basado en este modelo, se recomiendan ingestas de 3.5-4g/kg/dia. Se ha observado que una
ingesta de 3g/kg/dia de proteina se requiere para apoyar la deposicion de masa magra que se aproxime a
la tasa intrauterina. (Battaglia 1967: 160)(Ziegler 1999:60)

b. Energia. Los estimados de utilizacion de energia por calorimetria indirecta en neonatos
prematuros indican que diariamente gastan de 60-75kcal/kg/dia. Este alto gasto de energia en prematuros
se debe, en parte, a su alta tasa de crecimiento y gran necesidad de sintesis de nuevos tejidos. Los
neonatos prematuros también pueden tener pérdidas altas de energia por calor e intercambios de vapor por
su piel tan delgada y mayor area superficial expuesta. También existen otros factores que pueden
aumentar el gasto energético como el estrés respiratorio, sepsis, medicamentos, etc. (Hay 1999:187)

Segun la Academia Americana de Pediatria, el requerimiento energético de los recién nacidos
prematuros y de muy bajo peso al nacer es variable dependiendo de factores biolégicos y ambientales. Se
ha estimado que se necesitan 50kcal/kg/dia para el mantenimiento del neonato pero se necesitan de 105-
130kcal/kg/dia para lograr su crecimiento. (Battaglia 1967;161)

c. Lipidos. El recién nacido necesita una cantidad adecuada de grasa dietética para
satisfacer sus necesidades de crecimiento, proveer &cidos grasos esenciales y ayudar en la absorcion de
otros nutrientes como las vitaminas liposolubles y calcio. Sin embargo, los recién nacidos de bajo peso al
nacer y prematuros digieren y absorben ineficientemente las grasas. Los requerimientos de lipidos estan
limitados a los requerimientos de los &cidos grasos esenciales. Se recomienda 1-4% del total de consumo
de energia como acido linoleico y aproximadamente 1% de &cido linolénico. Sin embargo, se necesitan
ingestas muy altas de lipidos para alcanzar el balance energético total del cuerpo y poder crecer
normalmente. Los lipidos componen casi el 50% del contenido energético no proteico, tanto de las
formulas como de la leche materna y los dos contienen acido linolénico y linoleico. (Hay
1999:187)(Battaglia 1967:162)

La adicion de &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga a las formulas para prematuros es
controversial ya que algunos estudios han demostrado que los neonatos pueden beneficiarse al tener un
mejor desarrollo neuroldgico y visual que los neonatos alimentados con férmulas que no contienen estos
acidos grasos. Sin embargo, otros estudios no han encontrado un beneficio de esta suplementacién por lo
que no consideran necesario que se realice. Es importante saber que la cantidad de estos acidos en la
leche materna se refleja en la sangre de la madre y depende de la dieta por lo que cambia constantemente
y no se puede saber exactamente la cantidad necesaria para suplementar las férmulas que se iguale a la de
la leche materna. (Hay 1999:187)

La carnitina es un aminoacido sintetizado por el organismo, principalmente por el higado, que
funciona principalmente para facilitar el transporte de &cidos grasos de cadena mediana a través de la
membrana mitocondrial hacia el interior de las células, lo que permite su oxidacién para energia, en
particular en corazén y musculo esquelético y la cetogénesis en el higado a partir de las grasas. El
European Society of Pediatric Gastroenterology and Nutrition Committee recomendéd que las formulas de
lactantes deben contener, cuando menos 7.5micromol/100kcal. De esta manera un lactante que recibe



160 a 180mL/kg/dia de leche, consigue aproximadamente 10micromol/kg/dia de carnitina. (Cowett
2000:68)

d. Carbohidratos. Los requerimientos de glucosa de los prematuros son mayores que los
de los neonatos a término que necesitan de 3-4mg/kg/min para prevenir la hipoglicemia. Sin embargo, el
requerimiento absoluto casi siempre es menor que lo que se les provee por via enteral o parenteral (mas
de 12-14mg/kg/min). La utilizacion de glucosa por un recién nacido prematuro es de aproximadamente
6-
10mg/kg/min, lo cual es mayor que en un neonato a término, en parte por los mayores requerimientos de
energia. (Hay 1999:187)

La hipoglicemia e hiperglicemia son problemas importantes y comunes en los neonatos
prematuros. Se ha encontrado que en la segunda mitad del embarazo, la concentracion de glucosa en el
plasma del feto es mayor de 50-55mg/dL. Este se considera como el limite inferior que debe presentar un
prematuro para evitar el riesgo de retraso en el desarrollo motor y mental del nifio, por lo que se debe
mantener las concentraciones de glucosa de los prematuros arriba de este nivel para promover el
desarrollo neuroldgico. También la hiperglicemia es un problema comdn que puede darse por estrés o
infusiones altas de lipidos. Las causas parecen ser: una secrecion reducida de insulina en respuesta a la
glucosa, caracteristica de la extrema inmadurez, y una secrecién reducida de insulina en respuesta a una
caida de la concentracion de aminoacidos en el plasma. Por lo tanto, se ha encontrado que la infusion
temprana de aminoéacidos puede disminuir la produccion de glucosa, aumentar la secrecion de insulina y
su accion dentro del cuerpo, por lo que limita la necesidad de insulina exdgena. (Hay 1999:187 )(Ziegler
1999:165)

La leche materna y las formulas comerciales para recién nacidos contienen aproximadamente
40% del total de calorias como carbohidratos. EI rango recomendado es de 40-45% de las calorias
totales. EIl contenido de lactosa de la férmula debe ser 3.2-12g/100kcal y no mas de 8g/dL. (Battaglia
1967:162)

e. Minerales. La evidencia sugiere que los neonatos de muy bajo peso y los prematuros
probablemente requieren mas zinc que los neonatos a término. Se ha comprobado que incrementar los
niveles de zinc en la alimentacién durante el primer afio de vida promueve el crecimiento y el desarrollo
motor, asi como el desarrollo y la funcién del sistema inmune. Sin embargo, los niveles muy altos de
zinc no son recomendables ya que interfiere con el metabolismo del cobre. (Hay 1999:187)

Para obtener la mineralizacion 6sea que ocurre en el feto, la Academia Americana de Pediatria
recomienda 200mg/kg/dia de calcio y 113mg/kg/dia de fésforo. Con respecto al hierro, la recomendacion
es de 2-3mg/kg/dia. Los recién nacidos que son alimentados con lactancia materna deben recibir gotas de
sulfato ferroso. (Battaglia 1967:162 )

Los requerimientos de sodio de los prematuros estdn aumentados por la velocidad de crecimiento
acelerada, ademas que son susceptibles a hiponatremias y pueden tener pérdidas urinarias de sodio debido
a una inmadurez renal. Una ingesta diaria de 4-8mEq/kg o mas de sodio puede ser necesaria para evitar
la hiponatremia. (Battaglia 1967: 162)

Existe un gran ndmero de situaciones especificas del neonato nacido prematuro que debe tomar
en cuenta el personal de salud para lograr metas apropiadas de crecimiento, aporte de nutrientes y
desarrollo mental y fisioldgico. Estas situaciones enfatizan las diferencias en los requerimientos de
nutrientes entre los neonatos a término versus los neonatos pretérmino. Estas situaciones incluyen:
inmadurez metabdlica y gastrointestinal; inmadurez fisiol6gica; almacenamiento minimo de nutrientes y
condiciones medicas-quirargicas complicadas. Cada uno de estos aspectos, individualmente vy
colectivamente, complica e impide los intentos para definir los requerimientos de nutrientes del neonato
prematuro. Asi como es dificil definir y llenar las necesidades de macronutrientes del neonato prematuro,
se sabe menos sobre los requerimientos de micronutrientes en estos neonatos. (Delange 2003:231)

La leche pretérmino varia en la composicidn de nutrientes de la leche de las madres de neonatos
a término (menor contenido de proteinas, minerales y algunas vitaminas). Para algunos micronutrientes
existen datos muy limitados en la composicion de la leche pretérmino. Para asegurar que los neonatos
prematuros alimentados con leche materna reciban un aporte adecuado de nutrientes de acuerdo a las



necesidades estimadas, se ha utilizado los fortificadores de leche humana que contienen proteinas,
minerales y vitaminas. (Delange 2003:231)

El neonato pretérmino esta en riesgo de deficiencias de hierro, zinc, cobre, selenio, yodo y
manganeso, ya que sus depdsitos y reservas sistémicas se acumulan al final de la gestacion. Después del
parto otros factores ponen en peligro el metabolismo de los oligoelementos. Estos comprenden
reacciones de estrés posnatal y cualquiera catabélica posnatal. Como sucede con nifios mayores que se
recuperan de mala nutricion, es durante la fase anabolica cuando las infecciones son eliminadas, el estrés
desaparece y se establece un aporte energético y de macronutrientes adecuado, que es probable que
sucedan las deficiencias de los elementos cati6nicos. Por tanto, los déficits pueden tener su origen en el
periodo neonatal inicial, pero no manifestarse sino hasta el segundo o el tercer mes de vida. (Cowett
2000:132)

f.  Vitaminas. Es muy dificil realizar estudios para conocer los requerimientos de
vitaminas en prematuros y sobre todo en neonatos de extremadamente muy bajo peso al nacer por el
estado en el que se encuentran y considerando que tomar una muestra de sangre representa casi el 1% de
su volumen sanguineo. Sin embargo, se conoce que las reservas bajas, la inmadurez fisiolégica, la
enfermedad y el crecimiento acelerado incrementan los requerimientos de vitaminas en los recién nacidos
prematuros y de bajo peso. (Battaglia 1967: 162)(Cowett 2000:102)

El factor més importante de la vitamina D es que la concentracion de esta vitamina en el
prematuro depende de la alimentacién de la madre. La leche materna contiene bajas concentraciones de
vitamina D (10-801U/L), los requerimientos de vitamina D para prematuros se estima entre 400 y 50001U
por dia. (NCCPS 1995:1765)

La concentracion de retinol de la leche temprana de las madres de nifios prematuros (del dia 6-37
de lactancia) varia, pero es usualmente mas alta que de las madres de nifios a término. Los recién nacidos
prematuros presentan una cantidad reducida de retinol almacenado en el higado al nacer y menores
concentraciones de retinol en plasma y de proteina ligadora de retinol que en nifios a término. Sélo las
férmulas que estan suplementadas con 450 a 840ug por dia de retinol mantienen niveles séricos de retinol
aceptables. Se recomienda una ingesta de 450ug/kg por dia en recién nacidos con peso menor de 1000
gramos y 200-450ug/kg por dia en prematuros de 1000 a 2000 gramos. (NCCPS 1995:1766)

La vitamina E se ha encontrado en bajas concentraciones en el plasma de nifios prematuros. No
se ha encontrado beneficios clinicos de una suplementacion con vitamina E en nifios prematuros pero se
debe mantener una concentracion en plasma de 10-30mg/dL de vitamina E y mantener 1mg de alfa-
tocoferol sérico por cada gramo de lipidos totales. Una ingesta de 4mg por dia 0 mas de vitamina E en la
férmula y manteniendo la relacion 1:1 de vitamina E y lipidos es adecuado. (NCCPS 1995:1766)

Se ha recomendado que todos los recién nacidos prematuros reciban una inyeccién intramuscular
de 1mg de vitamina K en las primeras seis horas de nacidos. No se ha comprobado cuales son los
beneficios exactos de esto; pero se sigue recomendando para evitar que los nifios sufran deficiencias
teniendo en cuenta la importancia de esta vitamina para la cicatrizacion. (NCCPS 1995:1766)

Los recién nacidos con bajo peso al nacer y prematuros alimentados con leche materna podrian
recibir cantidades suficientes de vitamina C para llenar sus requerimientos. Sin embargo, debido a que el
contenido de vitamina C de la leche materna, particularmente de la leche materna que es calentada, es
muy variable, la suplementacion de 20mg/dia con &cido ascorbico estd indicada. Las férmulas deben
contener, por lo menos 7mg/100kcal. Cuando se utilizan formulas predominantes en caseina o cuando los
volumenes ingeridos son tales que la ingesta de vitamina C es menor de 20mg/dia, la suplementacion esta
indicada. (NCCPS 1995:1766)

2. Caracteristicas de las formulas lacteas para prematuros. Cuando no se cuenta
con la leche de la madre, la férmula para el lactante prematuro es la segunda preferida y tiene una ventaja
a largo plazo para el neurodesarrollo, sobre la férmula estdndar para el lactante a término, en particular en
los varones. Las férmulas para prematuros se recomiendan para lactantes con peso aproximado de 2 a
2.5kg con valores normales de fosfatasa alcalina y de albimina en suero. Actualmente, se estan
realizando varios estudios para hacer las formulas para neonatos pretérmino mas semejantes a la leche
materna. La adicién de glutamato a los alimentos de formula da como resultado reduccidn en la tasa de
sepsis y la complementacién con nucledtidos se relaciona con mejoria en el crecimiento lineal y en la



circunferencia de la cabeza. Cuando se agrega cualquier soluto a las formulas lacteas, se debe tener
cuidado de evitar la hiperosmolaridad, que predispone a la enterocolitis necrosante, es decir mantener la
densidad de las formulas en menos de 1. (Cowett 2000:241)(Rombeau 1998:400)

Las férmulas para prematuros proporcionan un equilibrio de calorias proteicas y no proteicas, y
satisfacen las necesidades vitaminicas y minerales del lactante. La fuente de los carbohidratos debe ser
lactosa y polimero de glucosa, y el aceite de TCM (Triglicéridos de cadena media) debe representar la
mitad de las kilocalorias grasas. (Berseth 2002:296)

Se han hecho estudios del empleo de férmulas para prematuros tras el alta hospitalaria. Uno de
ellos es el de Cooke y cols (Cooke, 1998), en el que los nifios fueron divididos de forma aleatoria en tres
grupos: uno alimentado con férmula para prematuro hasta los seis meses de edad corregida, otro s6lo
hasta la edad en que se habria producido el parto normalmente y el tercero alimentado con una férmula
para nifios a término hasta los seis meses de edad corregida. Los analisis durante la prueba mostraron que
no habia ninguna ventaja para los que recibian férmula para prematuro si se la suprimia, por lo que ya no
se incorporaron mas nifios a este grupo. Los nifios alimentados con formula para prematuro redujeron su
ingesta de formula hasta alcanzar el mismo nivel energético que los nifios del grupo con férmula para
nifios a término. Sin embargo, siguieron teniendo una mayor ingesta de proteinas, zinc, vitaminas y
minerales. El grupo con formula para nifios a término tuvo ingestas de liquidos similares a las del grupo
con férmula para prematuros hasta llegar al momento teérico del parto, pero no aumentaron su ingreso
hasta alcanzar el del grupo con formula para nifios a término una vez cambiada una férmula por otra.
Como resultado de ello, su ingesta energética en el mes siguiente al de inicio de su alimentacion con la
segunda formula fue inferior a la de cualquiera de los otros grupos. EI grupo con férmula para
prematuros tenia mayor nitrdgeno ureico en sangre que el que recibia la férmula para nifios a término,
pero no presentaba diferencias significativas respecto a calcio, fosfato, fosfatasa alcalina o proteinas
totales en suero. En los nifios del sexo masculino, tanto el peso como la longitud corporal y el perimetro
cefalico fueron mayores en el grupo con férmula para prematuros. Estos cambios persistian a los 18
meses. A los 12 meses de edad, los nifios alimentados con férmulas para prematuros tenian mas masa
corporal magra, masa lipidica y mineral éseo. No se observd diferencia en cuanto al porcentaje de grasa
corporal. Tampoco se observaron diferencias en cuanto al crecimiento o la bioquimica en las nifias. La
férmula para prematuros no mejoro el desarrollo a los 18 meses de edad corregida. (Cooke 1998:355)

Es importante tomar en cuenta dentro de las caracteristicas de las férmulas para prematuros, la
importancia de una preparacién que asegure la inocuidad de las férmulas. Estos nifios son muy
susceptibles a enfermedades porque no presentan muchas defensas en sus cuerpos, por esta razon, todas
las formulas destinadas a ellos deben ser sometidas a algtin proceso de esterilizacion por autoclave (en el
caso de hospitales) o en una olla grande en la casa del paciente. Estos procesos unidos con la utilizacién
de todas las medidas higiénicas posibles, como lavarse las manos al preparar las férmulas, esterilizar
pachas, mamones, tapones y utensilios a usar, utilizar redecillas, guantes, limpiar el lugar de trabajo,
desinfectar, no tocarse la boca, nariz o pelo al preparar las formulas, etc., deben lograr que las férmulas
destinadas a los recién nacidos prematuros sean inocuas y que colaboren con su crecimiento y no con el
empeoramiento de su situacion.

3. Composicién de las férmulas. Las férmulas para prematuros contienen una mayor
proporcion de proteinas, calorias, minerales como calcio y fosforo, vitaminas; y menor cantidad de
lactosa que las férmulas para el lactante a término. Con respecto a las proteinas, constituyen
aproximadamente el 12% y predomina el suero de la leche. Se caracterizan por tener el 50% del aceite
como TCM, que facilitan la absorcion de las grasas y la ganancia de peso. Con respecto a los
carbohidratos, el 50% lo conforman los polimeros de glucosa y el otro 50% la lactosa. (Hendricks
2000:519)(Rombeau 1998:400) Estas formulas especialmente disefiadas para los lactantes prematuros
aportan los nutrientes adecuados si se utilizan como Unica fuente de alimentacién. Las férmulas
contienen 24kcal/onza (0.8kcal/mL). Esta es una ventaja frente a la leche materna, la cual todavia no es
adecuada para el recién nacido por lo que debe ser fortificada con otros nutrientes. (Rombeau 1998:400)

Los prematuros que han sido alimentados con proporciones de proteinas de suero/caseina de
60/40 (similar a la leche materna) presentan aminoacidos plasmaticos razonablemente balanceados y
coeficientes de utilizacion de proteinas (ganancia de proteinas/consumo) de 0.7. Una proporcion mas alta
de caseina no puede ser utilizada con la misma eficiencia, ya que se ha observado desarrollo de acidosis
metabdlica y concentraciones altas de tirosina y fenilalanina con férmulas con 18/82 proporcion de
suero/caseina. Las férmulas que han sido designadas para prematuros tienen un mayor contenido de



proteinas (1.8-2.4g/dL) y una mayor densidad de energia (75-85kcal/dL) que las formulas generalmente
utilizadas para neonatos a término. Proveen de 2.8-3.2g de proteina/100kcal. (Ziegler 1999:168)

Las formulas disponibles para lactantes prematuros suministran de 25 a 45mg de vitamina C con
un aporte de 150mL/kg. La siguiente tabla muestra un ejemplo de composicion de una férmula para
prematuros. Esta formula es la que se utiliza en el Hospital Roosevelt para los lactantes internados dentro
de las salas de alto y minimo riesgo que tengan un peso menor a 2500gramos.

Cuadro 1: Composicion de macronutrientes de Similac Neosure

Macronutrientes
Nutriente Cantidad
Energia 513kcal
Proteina 13.3g
Grasa 28.29
Carbohidratos | 52.8¢
Humedad 2.59
Taurina 34.4mg
Carnitina 27.6mg
Acido linoleico |3847mg
Acido linolénico | 513mg

Composicion de micronutrientes de Similac Neosure

Micronutrientes
Vitaminas Cantidad Minerales Cantidad
A 1900UI Calcio 458.1mg
D 260U1 Fdsforo 305.4mg
E 13Ul Yodo 60mg
C 50mg Hierro 7.7mg
Acido félico | 70mcg Magnesio 33mg
B, 400mcg Zinc 3.3mg
B, 400mcg Cobre 461.7mcg
Niacina 5.2mg Manganeso 320.6mcg
Bs 270mcg Sodio 219.8mg
B, 0.9mcg Potasio 551mg
Biotina 20mcg Cloruro 328.9mg
Acido 2.2mg Selenio 6.6mcg
pantoténico
K 56.3mcg
Colina 82mg
Inositol 30.8mg
Nucledtidos | 49.7mg

(Fuente: www.abbott.com)

4. Preparacion de férmulas lacteas: El equipo que se utilice es muy importante para la
preparacion de las formulas lacteas. Se necesitan pachas de vidrio resistente al calor o de plastico que
pueda ser sometido a ebullicién (se recomiendan las botellas de boca ancha porque son méas féaciles de
limpiar), mamones, tapaderas de las pachas, esterilizador de pachas (autoclave) o se puede improvisar una
olla grande con un instrumento de metal para poner las pachas cuando éstas son pocas, picheles con labio
para servir, de un tamafio de 2-3 cuartos para mezclar la leche, cucharitas y tazas medidoras, cucharas de
mango largo y un embudo. Para la limpieza se necesita un cepillo especial para pachas con mango largo
y cerdas duras. (Robinson 1967:349)

Antes de empezar a hacer las formulas se debe lavar vigorosamente las manos y se debe
desinfectar completamente el area de trabajo. No se debe permitir que las personas con alguna
enfermedad de la piel trabajen en el lugar. Se debe lavar con agua fria las pachas inmediatamente
después de ser utilizadas. Se deben llenar las pachas con agua fria y dejarlas estar. Se lavan todas las
pachas con agua y detergente y el cepillo de mango largo y cuerdas duras especial para pachas ya que se
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puede llegar a todos los rincones de la pacha. Se desaguan las pachas con agua caliente o tibia. Se lavan
también los mamones con el cepillo y se desaguan con agua tibia. Se debe probar cada mamén para
verificar que el orificio no esté tapado. (Robinson 1967:350)

Para preparar las formulas se debe medir la cantidad de azlcar necesaria, la leche, el aceite y
todo se mezcla bien. Se le agrega el agua necesaria. La mezcla de la leche se pone a hervir por cinco
minutos, moviendo constantemente para evitar que se forme nata y deje enfriar por algunos minutos.
Vierta la formula en las pachas dependiendo de la cantidad que esté especificado. Utilice el embudo para
verter la férmula en las pachas. Ponga los mamones en las pachas y pruebe si la leche fluye por el orificio
del mamon. Se deben tapar superficialmente con las tapaderas de las pachas y se ponen en el esterilizador
utilizandolo como lo especifica el manual. (Robinson 1967: 352)

a. Facilidades fisicas. Se recomienda que para la preparacion de las férmulas se utilice un
cuarto separado y especializado para este propoésito, debe cumplir con los siguientes requisitos: que tenga
una separacion fisica apropiada de las areas de atencion de los pacientes y se utilice solamente para la
preparacion de las formulas infantiles y alimentacion enteral con las técnicas asépticas correspondientes.
El disefio del cuarto de preparacién debe facilitar el trabajo y la utilizacion de técnicas de asepsia. Debe
estar disponible un lavamanos aparte que cuente con controles que no utilicen las manos. (ADA 2003)

Las areas de preparacion y almacenamiento deben estar aseguradas para evitar cualquier tipo de
adulteracion de las formulas. Debe existir suficiente espacio para la preparacion de éstas. Las superficies
de los pisos, paredes y techo del cuarto de preparacion debe estar hecha de un material que pueda ser
mantenido en una condicidn sanitaria. El cuarto de preparacién debe estar debidamente iluminado y
ventilado y debe contar con suficientes tomacorrientes.(ADA 2003)

b. Equipos y utensilios. Todos los utensilios y el equipo pequefio del cuarto de
preparacion deben ser apropiados para ser sanitizados. Deben existir instrucciones escritas que
especifiquen el cuidado y manejo del equipo y su respectivo mantenimiento periédico. No se recomienda
que se utilicen hornos de microondas, batidoras y botes de basura en el cuarto de preparacion, los
utensilios de limpieza deben de almacenarse en un cuarto separado del de preparacion. Se recomienda
que se utilice para la preparacion s6lo agua fria y estéril. Todos los basureros deben estar cubiertos y
deben tener un dispositivo para abrirlos con los pies. (ADA 2003)

c. Personal. La responsabilidad administrativa del cuarto de preparacion de féormulas
debe ser asignada a un individuo calificado como un nutricionista. Los técnicos del cuarto de preparacion
debe cumplir con ciertos requisitos como saber leer y escribir y tener destrezas matematicas de nivel
medio o mas. El personal debe utilizar uniforme que se mantenga limpio, deben utilizar buenas practicas
de manufactura y debe existir un informe escrito que especifique el comportamiento dentro del cuarto de
preparacion. (ADA 2003)

d. Preparacion y manejo de las férmulas. Debe existir una guia escrita que especifique el
recibo y almacenamiento de las férmulas infantiles (ordenamiento, transmision de 6rdenes al cuarto de
preparacion, mantenimiento de los récords de drdenes de férmulas), para mantener su integridad, los
productos que hayan expirado deben descartarse de tal manera que se prevenga el consumo humano. Las
ordenes de férmulas deben incluir el nombre del paciente, expediente médico, locacion, nombre de la
férmula, densidad caldrica/volumen/frecuencia de alimentacién, nombre del médico responsable y fecha
de la orden. (ADA 2003)

Se recomienda la utilizacion de autoclave o procesos térmicos para la limpieza del equipo
utilizado para la preparacion de las férmulas; sin embargo, no se recomienda la utilizacion de
esterilizacion terminal de las formulas. Se recomienda que no se agreguen medicamentos incluyendo
electrolitos en el cuarto de férmulas, no se deben agregar colorantes a alimentacion infantiles y las
férmulas ya preparadas no deben congelarse. Las latas abiertas de férmulas deben ser cubiertas y
etiquetadas con fecha de expiracion; deben almacenarse en un lugar seco y seguro.(ADA 2003)

e. Reparticion de las formulas. Las férmulas no deben ser almacenadas en la misma
refrigeradora en la que se guarda comida, cualquier instrumento que sea llevado a las salas de atencién de



pacientes no debe regresar al rea de almacenamiento o ser utilizado por otro paciente. ldealmente, todas
las botellas, mamones y alimentadores deben utilizarse una sola vez para evitar infecciones. Nunca se
deben utilizar microondas para calentar las alimentaciones infantiles.  Para los infantes que son
alimentados con mamén, cualquier remanente de formula debe descartarse después de una hora. (ADA
2003)

f.  Control microbioldgico y de infecciones. Procedimientos de control de infecciones
deben seguirse por todo el proceso de alimentacion enteral, desde la preparacién hasta la administracion.
Se debe utilizar el Analisis de Puntos y Riesgos Criticos de Control (HACCP), en todos los aspectos del
proceso de alimentacion. Los elementos del plan incluyen: prevencion de contaminacion exdgena de
productos infantiles durante el recibo, preparacién, almacenamiento, reparticion y administracion;
prevencion de crecimiento de microorganismos presentes en la formula preparada durante los pasos
anteriores y deteccion de cualquier infeccion o toxina que sea debida a contaminacién de la férmula.
(ADA 2003)

5. Esterilizacion de vapor o autoclave. El procesamiento térmico es uno de los métodos
més importantes desarrollados por el hombre para alargar la vida de anaquel de productos alimenticios.
El término estéril se refiere a una condicidn en la que no se encuentra presente ningin microorganismo
que sea capaz de reproducirse en condiciones Optimas para su crecimiento. Por lo tanto, el término
esterilizacion se aplica a cualquier proceso que reduce completamente todos los microorganismos y
produce una condicion estéril en los alimentos; ademas busca parar la actividad enzimatica en el producto
con el menor efecto posible en el valor quimico y nutritivo del producto. Esto tiende a incrementar las
temperaturas de procesamiento y reducir los tiempos de procesamiento. (Harris 1977:205)(Hoyem
1977:263)

La esterilizacién por autoclave significa un tratamiento térmico a 115-120°C por 15-20 minutos.
Se utiliza para leche evaporada, cremora y formulas infantiles, entre otros usos. Este procedimiento es
muy importante porque se utiliza cominmente para asegurar la inocuidad de productos como las formulas
infantiles, las cuales pueden causar consecuencias fatales para los neonatos si presentan microorganismos
patégenos. El proceso es bien conocido y da excelentes resultados, sobre todo los autoclaves
hidrostéticos continuos. Sin embargo, muchas veces los productos adquieren un sabor a cocido, color
café-amarillo y el proceso es relativamente caro. (Hoyem 1977:263)

Existen dos tipos de esterilizadores por autoclave: los continuos y los de grupo (batch). La
preservacion por calor de alimentos liquidos y sélidos en equipos de autoclave de grupo o continuos se
realizan dentro de su contenedor final, que en el caso de las formulas infantiles son las pachas. El
producto que va a ser esterilizado se prepara, precocina si es necesario y algunas veces se pre-esteriliza.
Después se pone en el contenedor bajo condiciones estrictas de higiene, se sella herméticamente y se
transporta al esterilizador.

El equipo de autoclave de grupo se caracteriza por un instrumento de presion en el cual se lleva a
cabo todo el proceso. Los contenedores se ponen en una especie de canasta ordenados y luego se mete
adentro del autoclave, el cual se cierra. Luego se puede comenzar el proceso. Los autoclaves antiguos se
operaban manualmente, pero los modernos poseen un programa de control que realiza todos los
procedimientos de llenado de vapor o agua caliente, control de presion y temperatura, tiempo de
calentamiento y de enfriamiento, automaticamente. El equipo de autoclave de grupo es simple y puede
ser utilizado para pequefias cargas y una gran variedad de tipos de contenedor. La principal preocupacion
que se debe tener con estos autoclaves es asegurarse que la temperatura se distribuya de igual forma para
todos los contenedores durante la esterilizacién. Esto puede asegurarse al agitar o mezclar bien el medio
de calentamiento durante el procesamiento. Otro punto importante de estos autoclaves es que presentan
un alto consumo de vapor y agua para el enfriamiento, ademas que todavia es muy dificil cargar y
descargar el autoclave manualmente. (Hoyem 1977:42) Este tipo de autoclaves son los que nos interesan
para los fines de la investigacion porque son los que se utilizan en los hospitales publicos para la
esterilizacion de las formulas lacteas.

Un punto importante de los autoclaves de grupo es que inclusive después de mezclar
profundamente el medio de esterilizacion, tomando en cuenta ya sea vapor, mezclas de vapor-aire o0 agua
bajo presién, es inevitable que durante los primeros minutos después de alcanzar las condiciones de
esterilizacion; todavia se encuentren diferencias considerables en la temperatura entre las locaciones
dentro del autoclave. Esto es mas serio cuando se procesan productos con alta transferencia interna de



calor, y estos son justo los productos que necesitan ser esterilizados a las temperaturas mas altas posibles
en los periodos de tiempo mas cortos. Por lo tanto, la rotacion del producto adentro del autoclave puede
ser muy Util en este tipo de productos. (Hoyem 1977:44)

Los autoclaves continuos son los que se utilizan en grandes plantas de alimentos puesto que
estan disefiados para capacidades muy altas de produccién, pero tiene una limitada variedad de tipos de
contenedores. Se caracterizan por dos 0o mas Ilaves mecanicas o de presion en cada terminacion del
compartimiento de esterilizacion. Una de las mayores ventajas de estos autoclaves continuos es que las
diferencias en la temperatura dentro de los compartimientos de esterilizaciéon es minima. Todos los
contenedores siguen el mismo camino, por lo que es suficiente mantener control de la temperatura s6lo en
algunos lugares. La instalacion de los autoclaves continuos es muy complicada por lo que las ventajas de
este tipo de esterilizacion solo se pueden gozar con capacidades de produccion muy altas Entre los
autoclaves continuos se encuentra el esterilizador hidrostatico, llamado de esta manera por las columnas
de agua que tiene adentro y funcionan como valvulas. Este tipo de autoclave tiene cuatro zonas:
precalentamiento, esterilizacién, preenfriamiento y enfriamiento. Las columnas de agua ayudan a hacer
estas transiciones graduales para evitar un shock de temperatura o presion. Este sistema hidrostatico
puede soportar botellas de vidrio, aluminio o plastico y latas. (Lingle 1990:73) (Hoyem 1977:43)

A pesar de la esterilizacion, es posible hallar esporas de resistencia térmica diferente. En la
leche, existen células cuya resistencia térmica practica es muy diferente de la de otras. Las células mas
resistentes son las menos abundantes en las condiciones ordinarias. Para poder acabar con todas las
esporas y microorganismos se necesitarian procesos mas violentos a mayores tiempos, lo cual en el caso
de la leche no es posible puesto que se alterarian sus propiedades organolépticas. Por lo tanto, la
esterilidad absoluta de grandes volimenes de leche es, practicamente, imposible. (Burton 1965;36)

a. Efectos del procesamiento térmico en la leche. A pesar que el procesamiento
térmico es beneficioso para asegurar la inocuidad de los alimentos en riesgo de presentar bacterias
patdgenas para el hombre, también tiene otros efectos, produce un efecto negativo ya que se lleva a cabo
una degradacién térmica de los nutrientes contenidos en los alimentos, también puede que se aumente la
biodisponibilidad de algunos nutrientes de ciertos alimentos; sin embargo, estos alimentos tienen un
menor contenido de nutrientes que los productos frescos. La estructura quimica de estos alimentos puede
quedar alterada hasta el punto de que desaparezcan sus efectos fisioldgicos especificos. La estabilidad de
los nutrientes (aminoacidos, carbohidratos, acidos grasos, minerales y vitaminas) es diferente. En la
esterilizacion térmica de la leche se puede esperar la pérdida de alguno de estos nutrientes ya que es un
alimento que contiene casi todos los nutrientes. Las férmulas infantiles combinan una serie de factores
que las hacen altamente sensitivas a reacciones de Maillard, como sus altos contenidos de lactosa y lisina,
las altas temperaturas aplicadas y almacenamiento por largos periodos de tiempo. Ademas, debido al
enriquecimiento con ciertos compuestos como vitamina A, hierro y lactosa. (Burton 1965:37)(Ferrer
2000:1817) Por lo tanto, es importante conocer cuanto se pierde de estos nutrientes y su efecto para la
nutricién humana, sobre todo la de lactantes o nifios, en la que la leche ocupa un lugar primordial, como
lo es en los recién nacidos prematuros. La reduccion del contenido de nutrientes de los alimentos como
resultado del procesamiento térmico depende de la severidad del proceso. (Harris 1977;205)

Ya que la destruccion de los nutrientes durante el procesamiento térmico depende del tiempo y la
temperatura utilizada se ha dado un aumento gradual de las temperaturas de procesamiento, ya que a una
mayor temperatura y un menor tiempo de procesamiento se aumenta la retenciéon de nutrientes en los
alimentos. (Harris 1977;227)

1) Efectos en los carbohidratos y proteinas. Los carbohidratos son
afectados por las altas temperaturas, pero actlan diferente ya que hay muchos tipos de carbohidratos. El
calor tiene efectos sobre las propiedades fisicas de los azlcares como en las formas tautomericas de las
azucares reductoras y la tendencia a cristalizarse. También tiene efectos sobre las propiedades quimicas
como el sabor, ya que la dulzura puede aumentar o disminuir por el calor; la caramelizacidn, ya que el
calor provoca que se forme una sustancia café con un olor caracteristico y composicion incierta
producidas por el rompimiento térmico de los carbohidratos; la pir6lisis que son uniones carbono-carbono
y la interaccion con otros componentes alimenticios como con proteinas y lipidos. (Hoyem 1977:168)

La reaccion de Maillard es un grupo complejo de transformaciones que traen consigo la
produccion de melanoidinas coloreadas que van desde amarillo claro hasta café oscuro o incluso negro;
para que se lleve a cabo esta reaccion es necesario que esté presente un azUcar reductor (cetosa o aldosa)



y un grupo amino libre proveniente de un aminoacido o de una proteina. Esta reaccién es indeseable para
algunos productos como la leche. Esta reaccion estd principalmente influenciada por los siguientes
parametros: A pH alcalino se incrementa la velocidad y alcanza un maximo a pH 10, sin embargo, hay
que recordar que existen muy pocos alimentos en forma natural con pH mayor de 7, y el mecanismo se
inhibe en condiciones muy &cidas que normalmente no se encuentran en los alimentos; las temperaturas
elevadas también aceleran las reaccion, pero debido que su energia de activacién es baja, también se
observa hasta en condiciones de refrigeracion, por cada 10°C de aumento, la velocidad se incrementa de
dos a tres veces; otro factor importante es la actividad acuosa por lo que los alimentos de humedad
intermedia son los mas propensos, una actividad acuosa baja no permite la movilidad de los reactantes y
se inhibe el mecanismo y una actividad alta produce el mismo efecto ya que el agua tiene una accion
inhibidora; el tipo de aminoacido es decisivo, puesto que éstos seran mas reactivos en la medida en que se
incremente el tamafio de la cadena y tenga méas de un grupo amino, por esta razon la lisina, con su amino
en la posicion ¢ es el mas activo, también pueden intervenir otros como la arginina, histidina y el
triptéfano; los azlcares reductores que mas favorecen la reaccién son en primer lugar, las pentosas y en
segundo lugar las hexosas, las aldosas actian mas facilmente que las cetosas y los monosacaridos son mas
efectivos que los disacaridos. Por lo tanto, la xilosa es el azGcar mas activo, seguido de la arabinosa,
galactosa, la glucosa, la fructosa, la lactosa y la maltosa; por su parte, la sacarosa no es azlcar reductor,
por lo que no interviene a menos que se hidrolice previamente, lo cual es muy sencillo. Los acidos
nucleicos también intervienen porque contienen ribosa que es altamente reactivo. Otro factor que influye
en las reacciones de Maillard es el contenido de metales como el cobre y el hierro ya que tienen un efecto
catalizador sobre la formacion de las melanoidinas. (Badui 1999:75)(Hoyem 1977:169)(Lowry
1989:1024)(Tomarelli 1985:316)

La reaccion de Maillard se Ileva a cabo de una manera muy compleja mediante un gran nimero
de mecanismos que incluyen la posible produccion de radicales libres. La reaccion se divide en cuatro
etapas: la primera es la condensacion del azlcar reductor con el grupo amino, que consiste en que el
grupo carbonilo libre de un azucar reductor se condensa con el grupo amino libre de un aminoacido y se
forma la base de Schiff (ver anexo 1 parte 1), luego la base de Schiff se cicla y genera una glucosilamina
gue puede ser, segln intervenga una aldosa o una cetosa, alsosamina o cetosamina, respectivamente (ver
anexo 1 parte 2), estos compuestos no pueden ser digeridos por las enzimas digestivas. Hasta este
momento no hay produccién de sustancias coloreadas ni de compuestos insaturados que absorban
radiaciones. Después de esto se da una transposicién de los productos de condensacion ya que los
productos son inestables. Por lo tanto, las aldosaminas se isomerizan a cetosas por el mecanismo de
Amadori y las cetosaminas se transforman en aldosas por la transposicion de Heyns (ver anexo 1 parte 3).
Después de esto, los compuestos formados pueden sufrir modificaciones muy profundas, en esta fase
aparecen algunos olores, se incrementa el poder reductor, se observan ligeramente tonalidades amarillas y
aumenta la absorcion de las radiaciones ultravioleta.

Las principales reacciones que suceden son de deshidratacion de los azlcares por isomerizacion
enolica, con lo cual se sintetiza furfural y sus derivados, asi como reductonas y dehidroreductonas, ambas
con alto poder reductor. Ademas de la deshidratacion, se presentan igualmente mecanismos de
fragmentacion de los azlcares enolicos, con lo cual se favorece la sintesis de un gran nimero de
compuestos de peso molecular bajo, como aldehidos, cetonas, acidos y alcoholes de dos a cuatro 4&tomos
de carbono. Por ultimo, la fase final de esta reaccién es la polimerizacion de un gran nimero de
compuestos insaturados que trae consigo la sintesis de las sustancias coloreadas Ilamadas melanoidinas; a
pesar de que su concentracion es baja, ejercen un efecto muy marcado en la apariencia del alimento.
(Badui 1999; 77)(Rudloff 1992:26)

La lisina es el aminoacido mas afectado por la reaccion de Maillard después de un tratamiento
térmico porque tiene dos grupos amino que pueden ser atacados. La metionina también puede sufrir
destruccion de Maillard y también puede involucrarse en otras reacciones con azUcares reductores que
reducen su biodisponibilidad. Otros aminoacidos que pueden ser afectados son la histidina, treonina,
fenilalanina y triptéfano. Se ha demostrado en algunos estudios que la disponibilidad de la lisina en los
alimentos y por lo tanto la calidad de las proteinas disminuye con tratamientos térmicos violentos en
algunos alimentos que tienen alto contenido de proteinas y carbohidratos. Se ha asumido que la principal
forma de bloqueo de la lisina son los productos de amadori, que sugiere que s6lo se llevan a cabo los
primeros pasos de la reaccion de Maillard; sin embargo, ahora es evidente que reacciones de Maillard
avanzadas también se llevan a cabo tempranamente durante un tratamiento térmico (Tomarelli
1985:317)(Lowry 1989:1024)(Harris 1960:525)(Leclere 2001:4682)



Segun los resultados obtenidos en otros estudios, se ha observado que para una concentracion de
proteina de soya, la pérdida de lisina disponible pasé por tres etapas. La primera etapa de la disminucion
de lisina disponible se caracteriza por una pérdida rapida donde de 30-60% de la ésta se vuelve no
disponible. La fase nimero dos muestra un aumento significativo estadisticamente cuando se mide con el
método del dinitrofluorobenceno (FDNB). La tercera fase se caracteriza por una estabilizacién de la
lisina disponible, medida con el FDNB. Ya que los resultados de este estudio son diferentes a otros se
pudo establecer que los diferentes tipos de proteinas pueden tener diferentes resultados después del
tratamiento térmico. (Wolf 1977:1542)

Otro estudio realizado con férmulas infantiles demostré que los tratamientos térmicos no soélo
disminuyen la disponibilidad de la lisina en las formulas, sino que también se observé que las proteinas
quedan atrapadas en la capa de lipidos de los alimentos, lo cual fue demostrado por procedimientos de
cromatografia y electroforesis y confirmado por el método de Kjeldahl para obtencion de proteinas. Estas
interacciones entre proteinas y lipidos causados por tratamiento térmico extenso puede afectar la digestién
de las proteinas, en particular, porque estas interacciones se dan mas fuertes al pH que normalmente se
encuentra en los estomagos de los nifios lactantes (pH de 4-5). Este estudio también encontré que las
formulas pasadas por un esterilizador fueron méas afectadas que las que fueron deshidratadas o pasadas
por tratamiento UHT. (Rudlof 1992:30)

Varios estudios de este tipo se han realizado con alimentos para bebés y formulas enterales en
general que son sometidos a procesamientos térmicos de esterilizacion. Entre los resultados observados,
se puede ver que todavia existe controversia si los cambios en la disponibilidad de la lisina y por lo tanto
la calidad de la proteina son significativos. En el estudio de Grin, et al. (1991) que fue realizado con
alimentos para bebes de “banano” y “vegetales y carne”, se encontrd que si hay una pérdida de lisina
durante el procesamiento pero no es significativa para no proporcionar los requerimientos de lisina en el
cuerpo. Segun los resultados de Lowry y Baker (1989), la calidad de las proteinas de las formulas
enterales no se ven afectadas por la cantidad de carbohidratos presentes ni por el tratamiento térmico. Sin
embargo, explica que ya que solo los azlcares reductores pueden participar en la reaccién de Maillard, se
esperaria que al aumentar las concentraciones de estos azUcares en las férmulas estudiadas, se aumentara
también la destruccion proteica por Maillard.

Ademas en este estudio, la severidad del tratamiento térmico pudo no ser suficiente para causar
una reduccion cuantificable de la calidad de la proteina, ya que otros estudios han observado disminucion
de la calidad de la proteina hasta que la mezcla de caseina-carbohidrato se calienta a 180°C. La férmula
utilizada en este estudio so6lo se calent6 hasta 127°C y por un tiempo corto. Sin embargo, Castillo, et al.
(2002) realiz6 un estudio con varios tipos de férmulas enterales, justificAndose en que las féormulas son
muy susceptible a la reaccién de Maillard por su alto contenido de carbohidratos y proteinas, las cuales
siempre deben ser de la mejor calidad para garantizar una buena nutricion del paciente y por lo tanto
contener cantidades substanciales de lisina reactiva. Los resultados obtenidos difieren de los del estudio
de Lowry ya que encontré que la lisina si perdié su disponibilidad considerablemente sobre todo en
formulas liquidas en comparacién con las férmulas en polvo y en las férmulas poliméricas en
comparacion con las hidrolizadas. (Griin 1991:104)(Lowry 1989:1024)(Castillo 2002:333)

Algunos estudios han recomendado cambiar el tipo de azlcares utilizadas en las férmulas
enterales. La lactosa facilmente puede participar en reacciones de Maillard, sin embargo, la
maltodextrina no participa facilmente en estas reacciones. (Evangelisti 1994:337)

2) Grasas. Las grasas son afectadas por el procesamiento a altas temperaturas ya
que al ser utilizadas para frituras varias veces, se producen cambios desagradables. Esto incluye un
incremento de la viscosidad, oscurecimiento del color y la formacion de materiales poliméricos. Durante
estos tratamientos, se disminuye el contenido de acidos grasos poliinsaturados en los triglicéridos vy el
valor nutricional de tales aceites. Las reacciones con oxigeno lleva a la formacién de hidroperéxidos,
epoxidos, hidroxidos y cetonas. (Hoyem 1977:136)

3) Vitaminas. EI tratamiento térmico, relativamente prolongado y drastico, trae
consigo cambios especificos en el valor nutritivo. Con respecto a las vitaminas, algunas sufren cambios
considerables y otras no se ven afectadas por el tratamiento térmico. Entre las vitaminas liposolubles, la
vitamina A y el caroteno pierden su actividad cuando los alimentos son calentados en la presencia de
oxigeno, pero son considerablemente estables al cocinarlas ordinariamente. Se han encontrado pérdidas
insignificantes en la leche que ha sido sometida a pasteurizacion, esterilizacion y deshidratacion. Al freir



los aceites y grasas, se pierde considerablemente la vitamina A y carotenos. La vitamina D y E también
sufren pérdidas insignificantes durante el tratamiento térmico, la vitamina E en los productos alimenticios
se pueden ver de forma de tres tocoferoles, los cuales son sensibles a oxidacion por oxigeno atmosférico.
(Hoyem 1977:188)(Burton 1965:38).

Las vitaminas hidrosolubles son las mas afectadas por el tratamiento térmico. Dentro de las
vitaminas del complejo B, la tiamina es la més termolabil. De los estudios realizados se ha visto que una
esterilizacion prolongada de leche en botellas puede conducir una pérdida del 25 al 50% de esta vitamina.
Cuando la duracion de la esterilizacion puede reducirse por medio de un procedimiento UHT, las pérdidas
son menores. La vitamina Bg también puede verse afectada por el tratamiento térmico, se han reportado
pérdidas de hasta 30-50% de esta vitamina durante la coccion y fritura de carnes y vegetales. Durante la
esterilizacion de leche en botella se puede llegar a destruir hasta 50% de esta vitamina y durante el
proceso de UHT y pasteurizacion un 10%. La vitamina By, se ve destruida casi en su totalidad por los
procedimientos de esterilizacién, un 70% a 110°C durante 20 minutos, un 80% a 120°C durante 30
minutos y de un 90-100% a 115°C durante 15 minutos. La vitamina B, no se ve afectada
significativamente, segln algunos investigadores, a la esterilizacién las pérdidas no exceden el 5%.
(Burton 1965:40)(Hoyem 1977:198)

La vitamina C (L-acido ascorbico) es uno de los &cidos organicos méas importantes en frutas y
vegetales, en relacién con su valor nutritivo. Su contenido se utiliza no s6lo como un indice nutricional,
sino también para evaluar efectos de procesamientos ya que esta vitamina es muy inestable. Las pérdidas
de la vitamina C se dan en mayor parte cuando se cocina a vapor o presion que cuando se pone a ebullir
en agua, debido a la oxidacion. En la leche, las pérdidas de vitamina C han sido de hasta 20% después de
ser sometidas a pasteurizacion o UHT y de hasta un 50% después de ser sometida a esterilizacién en la
botella. Otros autores afirman que se pierde de un 40-60% de esta vitamina durante la esterilizacién en la
botella. (Burton 1965:42)(Hoyem 1977:193)(Melendez 2004:80)

B. Métodos de determinacion de nutrientes

1. Lisina disponible. No se puede asumir que todos los aminoécidos liberados de una
proteina mediante una digestion 4cida (o alcalina) son absorbidos y utilizados por el organismo al ingerir
los alimentos. Las temperaturas excesivamente altas pueden causar cierta destruccion del contenido total
de lisina, como se explico anteriormente. Este dafio de la proteina no puede ser detectado a través de los
métodos usuales para determinar estos aminoacidos, ya que dichos procedimientos involucran la
oxidacién previa de los aminodcidos azufrados, convirtiéndolos en &cido cisteico y sulfonato de
metionina. (Pellet 1980:17)

La lisina desempefia un papel esencial en la alimentacion, particularmente en todos los organismos
en fase de crecimiento; por otra parte, este aminoacido esta especialmente expuesto a bloqueos por los
azuUcares reductores tanto en las fases de conservacion (leche en polvo), como en los procesos
tecnoldgicos (calentamientos). (Adrian 2000: 180)

El dafio que sufre la leche en polvo durante su procesamiento puede explicarse por la reaccion
entre la lactosa y los grupos epsilon-NH, libres de las moléculas de lisina contenidas en la proteina, hecho
cuyo resultado es que estas unidades de lisina ya no sufren la reaccién de Van Slyke y no forman
derivados de dinitrofenilo (DNF) con el fluorodinitrobenceno (FDNB), transforméndose en moléculas de
lisina “no disponible” nutricionalmente, tal como se ha demostrado en experimentos bioldgicos con
animales. (Pellet 1980:19)

El analisis de la lisina disponible por un método quimico corresponde, practicamente, al analisis de
los grupos g-amino que permanecesn libres. Estas funciones amino libres reaccionan facilmente con
muchos reactivos: el 2,4-dinitrofluorobenceno (DNFB), el &cido trinitrobenceno sulfénico, la o-metil
isourea, la fluorescamina, etc. (Adrian 2000:181)(Linden 1996:521)

La técnica que mas se ha utilizado durante el tiempo es la del DNFB. Este reactivo reacciona con
todos los aminoéacidos que poseen grupos amino libres, dando dinitrofenil-aminoacido (DNP-
aminodcido). La muestra a analizar se pone en contacto con el DNFB, en medio alcohélico, durante dos
horas; una vez formados los DNP-amino&cidos, se efectlia una hidrdlisis clasica con HCL 6M durante 16
horas. Los DNP-aminoacidos distintos a la DNP-lisina se eliminas por extraccién con éter. Finalmente, la



DNP-lisina se cuantifica colorimétricamente a 435nm; su purificacién, a través de una columna de
amberlita CG 120, mejora el método y resulta mas especifica. (Adrian 2000:181)

Este método es aplicable a numerosos productos alimentarios, especialmente a los que poseen un
porcentaje elevado de lisina y pequefio de glucidos y que no han sido sometidos a procesos tecnoldgicos
severos. Por el contrario, en los productos vegetales ricos en glicidos, se observan discordancias con los
métodos biologicos: en este caso, durante la hidrélisis quimica de la muestra, una fraccion de la DNP-
lisina corre el riesgo de ser destruida por los productos de la hidrdlisis de los glucidos. Estos generan
sustancias reductoras que reaccionan con la DNP-lisina. Las pentosas son, en gran medida, responsables
de este hecho porque dan furfural en medio acido. La reaccion con los glicidos puede ser minimizada
hidrolizando la muestra en un gran volumen de HCL 6M y por adicion de acido tiodiglicélico. Sin
embargo, el método de determinacidn basado en el DNFB estd cada vez mas restringido por los efectos
cancerigenos del DNFB. Por esta razon en esta investigacion se decidié utilizar el método de enlace de
colorante (dye-binding). (Adrian 2000:182)(Linden 1996:522)(Nollet 1996:1687)

Se prefiere el término “lisina reactiva” que el de “lisina disponible” desde que en las proteinas
parcialmente no digeribles, la porcidén ni digerible incluye “lisina reactiva” la cual es claramente no
disponible nutricionalmente. La lisina reactiva es un estimado méas cercano de la cantidad de lisina
bioldgicamente disponible que lo que es el estimado de “lisina total” después de la hidrolisis acida. El
procedimiento de lisina por enlace de colorante requiere dos mediciones de capacidad de enlace de
colorante (CEC), una en la muestra no modificada y la otra en la muestra después de ser tratada con
anhidrido propionico, el cual neutraliza la parte basica de los grupos libres de NH, en las unidades de
lisina en las proteinas por propilacion, es decir inactiva los grupos de lisina pero no afecta la arginina ni la
histidina. La primera medida determina histidina+arginina+lisina y la segunda medida determina
solamente histidina+arginina. De esta manera, la diferencia entre estas dos medidas sirve para determinar
la medida de lisina presente. (Hurrell 1979:221)(Pellet 1980:24)

El analisis se realiza generalmente con el equipo comercial de Pro-Meter MK I, el cual da la
medida de lisina en 40 minutos. La CEC de una muestra es la cantidad de colorante enlazado dividido el
peso bajo condiciones particulares. Cuando una solucion de &cido naranja 12 se agita con una material
que contiene proteinas, el colorante se enlaza covalentemente con los grupos amino bésicos
independientemente de que la proteina se encuentre en solucién y ésta se precipita como un complejo
colorante-proteina. Después de agitar hasta el punto de que la reaccion ha llegado al equilibrio, la
cantidad de colorante enlazado se calcula al medir la extincion del colorante que queda en la solucidn.
(Hurrell 1979:221)

Los procedimientos de enlace de colorante que utilizan colorantes como el &cido naranja 10 y el
acido naranja 12 determinan rapidamente la cantidad de todos los grupos basicos en las proteinas de los
alimentos. Han sido utilizados para proveer estimaciones indirectas de la proteina total en muestras
alimenticias, como la leche, la cual tiene proporciones constantes de cada aminoacido y también para
estudios de cereales con un contenido alto de lisina. También se ha utilizado como indicadores de la
calidad en proteinas en ciertos materiales procesados que han sufrido ciertos dafios en lisina, lo cual causa
una reduccion en la capacidad enlace de colorante de las proteinas. Las reacciones tempranas de Maillard
con azUcar reducidos no causan una reduccidn en la capacidad de acido naranja. (Hurrell 1979: 221)

Se debe tener cuidado en la realizacion de estos procedimientos ya que se debe asegurar que la
mezcla de la reaccion tenga suficiente colorante para saturar las proteinas (de otra manera puede que no
se forme el coagulo de proteina coagulada). También se debe asegurar que no haya demasiado colorante
ya que puede causar una pérdida de sensibilidad en el conteo de los cambios de la concentracion en contra
de mucho color. (King 1978:58)

2. Método del 2,6-diclorofenolindofenol para determinar vitamina C. Las frutas y
vegetales son los alimentos que tienen una mayor concentracion de vitamina C. Esta vitamina se
encuentra naturalmente como dos vitameros activos biolégicamente, el L-acido ascorbico y el acido
dehidroascorbico. Estos isomeros estan normalmente ligados a proteinas en los productos animales. La
vitamina C se utiliza como un indicador de la estabilidad de las vitaminas en los alimentos, ya que es muy
labil. Las propiedades de oOxido-reduccién del &cido ascdrbico son utilizadas como una reaccion
fundamental para la determinacién de la vitamina C. En tales métodos, se prepara extractos de acidos de
alimentos u otros materiales que se estén utilizando. La capacidad reducida del extracto se mide por el
tratamiento con un agente oxidante como el 2,6-diclorofenolindofenol, yoduro, ferricianuro, azul de



metileno, etc. De todos estos agentes, se ha encontrado que el 2,6-diclorofenolindofenol es el mas
satisfactorio.(Nollet 1996:651)(King 1978:20)

Este método se basa en la reduccién de la sal de sodio del colorante azul, resultando en una
formacion de un derivado sin color y el &cido dehidroascorbico. El punto final de la titulacion es indicado
por la persistencia del color rosado en la solucién. El primer paso de la prueba es la extraccién del &cido
ascorbico, la cual se realiza utilizando algunos acidos como el acido oxalico, &cido tricloroacético, acido
metafosforico y una mezcla del acido metafosférico y acético. El mas popular es el acido metafosforico,
el cual se va a utilizar para las pruebas a realizarse en esta investigacion, ya que es un buen extractor y
puede estabilizar la vitamina por un periodo limitado al minimizar la tasa de oxidacién. (King
1978:20)(Meléndez 2004:81)(Strohecker 1967:276)

Los problemas encontrados en el analisis de la vitamina C en alimentos se relacionan mayormente
en la eliminacién de varias sustancias que interfieren. Estas sustancias pueden ser compuestos sulfidrilos,
fenoles, sulfitos e iones de cobre, hierro y estafio. También los pigmentos de las plantas pueden oscurecer
las reacciones de color y un grupo de sustancias reductoras, que son llamadas colectivamente
“reductonas”, que son cocinadas y procesadas en los alimentos también pueden ser problematicas. Se han
sugerido algunas modificaciones para eliminar algunas de estas interferencias como el uso de acetona al
20%, que remueve los sulfitos, o la adicion de formaldehido para minimizar la interferencia de las
reductonas. (King 1978:19)

3. Analisis proximal de las formulas

a.  Meétodo Kjeldahl para determinacion de proteinas. Se trata del método clasico
para determinar la cantidad de proteina de un producto a partir de su contenido de nitrégeno. Se asume
que la totalidad del nitrégeno esta en forma proteica, aln cuando la realidad es que, segin la naturaleza
del producto, una fraccion considerable del nitrégeno procede de otros compuestos nitrogenados (bases
puricas y pirimidicas, creatina y creatinina, urea, amoniaco, etc.) (Adrian 2000:41)

La muestra se introduce en un matraz. Para una alicuota de muestra inferior a 5g, la mineralizacion
se realiza adicionando de 15 a 25mL de &cido sulfarico concentrado y un catalizador mineral constituido
por una mezcla de sales de cobre, dxido de titanio o/y éxido de selenio. En el caso del laboratorio de la
universidad se utiliza el éxido de mercurio para la reaccion, sin embargo, este reactivo ya no se esta
utilizando por razones de proteccion del medio ambiente. (Adrian 2000:42)

Se afiade de 3 a 5 gramos de sulfato potasico o soédico para aumentar el punto de ebullicién de la
mezcla reaccionante y también aumentar la velocidad de la conversion de las materias nitrogenadas en
sulfato aménico. La ebullicién se debe mantener 30 minutos mas después que la mezcla se ha decolorado
ya que la mineralizaciéon no ha terminado del todo (la funcién amina de los aminoacidos y de las bases
nucleicas no ha sido convertida cuantitativamente en amonio). (Adrian 2000:42)(Nollet 1996:867)

Después de enfriar, el tubo se lleva al soporte del destilador y se adiciona solucién de hidréxido
sodico en cantidad suficiente para alcalinizar fuertemente el medio y asi desplazar el amoniaco de las
sales aménicas para que pueda ser arrastrado por el vapor de agua inyectado en el contenido del tubo. El
destilado se recoge en un volumen, en exceso, de una solucidn de &cido bérico (del 4-10%) para fijar el
amoniaco. La cuantificacion del nitrogeno se realiza por medio de una titulacion usando como indicador
una solucion alcoholica de una mezcla de rojo de metilo y azul de metileno. (Adrian 2000:42)(Nollet
1996:867)

b. Método de Babcock para determinar grasas. En la leche, los gldbulos de grasa
estan presentes como una emulsién de aceite en agua y estan rodeados de un film delgado de proteinas.
La emulsién debe romperse y se debe remover el film de proteina antes de que la grasa sea separada y
determinada volumétricamente. Esto se llega a realizar con la ayuda de &cido sulfurico por el método de
Babcock. En el método de Babcock 17.6mL de leche se mezclan con 17.5mL de &cido sulfurico de
gravedad especifica de 1.8-1.83 en una botella especial, el cual se agita hasta que esté homogéneo, se
centrifuga y se sumerge en agua a 63°C. La grasa que se levanta se calcula midiendo la altura que se
forma en un cuello graduado. (Pomeranz 2000, 691)

Uno de los problemas de la utilizacion de esta prueba de Babcock es la utilizacion del acido
sulfarico, el cual es desagradable y corrosivo. Para solucionar estos problemas se recomienda la



utlizacion de detergentes. El fosfato dioctyl de sodio, el cual es un detergente aniénico, dispersa la capa
de proteinas alrededor del glébulo de grasa y libera la grasa. Después el monolaurato de polietileno
sorbitan, un detergente hidrofilico muy fuerte, completa la separacién. (Pomeranz 2000:691)

C. Determinacion de humedad. La determinacion del contenido de agua responde a
diversas necesidades. La primera es comercial: en una transaccion, es preferible comprar de acuerdo a la
materia seca que sobre el producto entero. La segunda necesidad es reglamentaria: la ley fija, por razones
higiénicas y comerciales, los contenidos maximos de agua para un gran ndmero de productos
alimentarios. La tercera razon es tecnoldgica: la realizacion de numerosos procesos de transformacion,
como el secado, necesita el conocimiento de este valor. La cuarta razon es de orden analitico: la
composicién de un producto alimentario se expresa, en general, respecto a la materia seca para facilitar la
comparacion entre las muestras. Por esta Ultima razon se realiza este procedimiento en esta investigacion,
ya que ayudara a realizar el analisis proximal de las muestras que se estan comparando y del contenido
total de nutrientes. (Adrian 2000:32)

Por la importancia de estos fines, es necesario disponer de métodos analiticos que posean las
cualidades de precisién, fiabilidad, reproducibilidad, rapidez, etc. En el caso de la medida del contenido
en agua surgen dos dificultades especificas. La primera es definir el agua que se desea cuantificar, tarea
dificil por las especiales propiedades de la misma. Se ha definido el contenido de agua como la cantidad
de agua que se ha perdido por una sustancia cuando alcanza un equilibrio verdadero frente a una presion
de vapor de agua nula y en condiciones en que las posibles reacciones perturbadoras sean evitadas. En la
industria agroalimentaria s6lo se usan métodos de referencia practicos para la determinacién de la
cantidad de agua. La segunda dificultad es la inexistencia de patrones de contenido de agua ya que el
contenido de agua de cualquier producto depende de la humedad y de la temperatura de la atmésfera del
entorno. Esto hace indispensable la participacion del laboratorio de analisis entre laboratorios para
detectar posibles errores experimentales y corregirlos. (Adrian 2000:33)

Los métodos de determinacion de humedad pueden ser clasificados de dos maneras: una forma
es por los cuatro mayores métodos analiticos (secado, destilacién, quimico y fisico); la otra manera es por
procedimientos directos e indirectos basados en una teoria cientifica. Con los métodos directos, la
humedad es removida normalmente de muestras sélidas de alimentos por medio de secado, destilacién,
etc., y la cantidad es medida por el peso, titulacion, etc. Con los métodos indirectos, la humedad no es
removida de la muestra, sino que en lugar de esto, se miden las propiedades de un sélido que dependen de
la cantidad de agua o nimero de hidrégenos. Los métodos indirectos usualmente presentan resultados
muy acertados del contenido de humedad; pero son manuales y consumen mucho tiempo. Por otro lado,
los métodos indirectos son rapidos, no destructivos y ofrecen la posibilidad de automatizacién para
determinaciones continuas. (Mollet 1996: 66)

d. Determinacion de cenizas. Las cenizas son los residuos inorganicos de la
incineracion de materia organica. La cantidad y composicion de cenizas en un producto alimenticio
depende de la naturaleza de los alimentos al los que se le prendieron fuego y del método de determinacion
de cenizas. (Pomeranz 2000:602)

Muchos productos lacteos contienen de 0.5-1.0% de cenizas. El contenido de cenizas aumenta a
1.5% en leche evaporada, y a casi 8% en leche descremada en polvo. Las cenizas en el queso depende del
contenido de agua y de la presencia de aditivos minerales. Los diversos minerales que componen las
cenizas en los alimentos también dependen del tipo de alimento. EIl calcio esta presente en altas
concentraciones en los productos lacteos y los productos que contienen lacteos, cereales, nueces, pescado,
huevos y ciertos vegetales. Los productos lacteos también son ricos en fdsforo, sodio, sulfuro, etc. En el
caso de las férmulas para recién nacidos pretérmino, se adicionan especialmente con cantidades mayores
de minerales por la carencia y requerimientos aumentados de estos pacientes, como se explico
anteriormente. Por esta razdn se espera obtener una mayor cantidad de minerales. (Pomeranz 2000:602)

Para la determinacion de las cenizas se han utilizado dos procedimientos mas importantes, estos
son: cenizas en seco Yy cenizas en mojado. Para determinar cenizas en productos secos, se debe oxidar la
materia organica de la muestra por medio de una incineracién completa a una temperatura elevada
(alrededor de 550°C) en la presencia de oxigeno. Para determinar cenizas en productos que contienen
agua se debe oxidar la muestra con una mezcla de acido concentrado. Esto se utiliza para determinar el
contenido total de cenizas y también antes de determinar los minerales por separado. La cantidad de
cenizas totales se utiliza como un indicativo de propiedades funcionales en algunos productos, también se



utiliza como un parametro del valor nutricional de algunos alimentos. (Pomeranz 2000:604)(Mollet 1996:
86)

Al realizar las pruebas de determinacion de cenizas se debe tener cuidado de evitar que la
muestra se contamine utilizando todas las medidas higiénicas desde la toma de la muestra hasta el
almacenamiento de ésta. Ya que todos los alimentos pueden ser sujetos a contaminacion, se deben
remover todas las impurezas. Los alimentos deben mezclarse muy bien. Los lipidos son préacticamente
libres de minerales y como los productos animales pueden variar en su contenido de lipidos, también
varia el contenido de minerales. Los productos liquidos o himedos son usualmente secados en hornos.
Las condiciones para la corrosién son ideales en estos hornos y pueden ser una fuente de contaminacion.
Para prevenirlo, usualmente se cubren con vidrio agujereado para no interferir con el secado. Se prefiere
pequefias camaras de vidrio individuales. La contaminacion de los reactivos y contenedores también
pueden causar resultados erréneos, asi como también la contaminacion del interior de las paredes de la
mufla. (Pomeranz 2000:610)

Para la determinacion de cenizas en muestras liquidas se puede utilizar algin acido, el acido
nitrico es un buen oxidante, pero usualmente llega a ebullicion antes de que la muestra esté
completamente oxidado. La mezcla de &cidos son los reactivos usuales para la descomposicion de
material organico en procedimientos de determinacion de cenizas en liquidos. El uso de una mezcla de
acido sulfarico y &cido nitrico se recomienda. (Pomeranz 2000:614)

e. Determinacion del color. El color es un aspecto cualitativo en muchos alimentos,
tanto procesados como no procesados; es un atributo de calidad y junto con el sabor y la textura juegan un
papel muy importante en la aceptabilidad de los productos alimenticios. Adicionalmente, el color puede
proveer una indicacion de los cambios quimicos que ha sufrido el alimento durante el calentamiento, el
tostado o la caramelizacion. Generalmente el color de los alimentos se determina por reflectancia.
Existen varios sistemas para la clasificacion del color. Entre ellos, los més utilizados son: el Sistema de
la Comisidn Internacional de lluminacion (CIE), el Munsell y el Hunter. (Deman 1982:189)

Hunter Lab es una fabrica que ofrece a la industria diversidad de instrumentos para la medicion
de color en textiles, alimentos, plasticos, quimicos y muchos otros productos. El colorimetro Hunter Lab
Color Quest Il es un equipo capaz de realizar andlisis de color en alimentos y en otros productos
similares. Este tipo de instrumentos ofrece las siguientes ventajas; combina el hardware y software
apropiados para el producto a analizar, es duradero, puede emplearse muchas veces al dia, acomodan
dispositivos para el manejo de muestras, lo cual hace que el método para la medicion del color sea rapido
y eficiente. Ademds, a pesar de ser sofisticado, es facil de utilizar. El sistema Hunter L,a,b se utiliza
ampliamente en la colorimetria de alimentos. La escala utilizada se basa en la teoria de los colores
opuestos de la visidn. En esta teoria, las respuestas rojas se comparan con las verdes y los amarillos con
los azules. Estas dos dimensiones de color se asocian con los simbolos a y b. La tercera dimensién del
color es la claridad (L). (Deman 1982:189)

C. Analisis microbioldgico

1. Determinacion de bacterias coniformes. El término coliforme no es una
clasificacion taxonémica sino una definicion de trabajo que se utiliza para describir un grupo de bacterias
entéricas que se caracterizan por fermentar lactosa para producir acido y gas en 48 horas a 35°C, ser gram
negativas, bacterias anaerobicas facultativas de forma redonda y son indicadores de contaminacion fecal;
entre éstos se encuentran la Escherichia coli, Citrobacter, Klebsiella y Enterobacter. (Feng 1998)

Aunque los coliformes eran féciles de detectar, su asociacion con la contaminacién fecal era
cuestionable porque algunos coliformes son encontrados naturalmente en el ambiente. Por lo tanto se
Ileg6 a la introduccidn del término coliformes fecales como indicador de contaminacion. Los coliformes
fecales son un grupo de los coliformes totales que crecen y fermentan lactosa a una temperatura de
incubacién elevada, por lo que también se les llama coliformes termotolerantes. Los andlisis de
coliformes fecales se realizan a 45.5°C para pruebas de alimentos, a excepcion del agua y moluscos, en
los cuales se utiliza 44.5°C. EIl grupo de coliformes fecales consiste en su mayoria de E. coli, pero
algunas otras bacterias entéricas como Kliebsiella también pueden fermentar lactosa a estas temperaturas
y por lo tanto se considera también coliforme fecal. (Feng 1998)



La deteccidn de coliformes es utilizada como un indicador de calidad sanitaria del agua 0 como un
indicador general de cualquier condicion sanitaria en el ambiente de procesamiento de alimentos. Los
coliformes fecales permanecen como el indicador estandar para los alimentos y la determinacién de E.
coli también se utiliza para indicar contaminacion fecal reciente o procesamiento antihigiénico de
alimentos. Casi todos los métodos para determinar E. coli, coliformes totales o coliformes fecales son
métodos de enumeracion que se basan en la fermentacion de lactosa. EI método del Numero Mas
Probable (NMP) es un procedimiento estadistico, de multiples pasos que consiste de fases presuntas,
confirmadas y completadas. (Feng 1998)

Se utiliza un medio sélido para coliformes que necesita Agar de Bilis rojo violeta, VRBA, por sus
siglas en inglés Violet Red Bile Agar, que contiene un indicador de pH rojo neutro, por el cual la
fermentacién de lactosa resulta en la formacién de colonias de color rosado. (Feng 1998)

Para obtener resultados uniformes se recomienda emplear, ya sea los componentes deshidratados
de los medios de cultivo, de calidad uniforme y grado quimico analitico, o bien, los medios deshidratados
completos.  Las sustancias organicas y los medios deshidratados completos deben ser grado
bacteriol6gico. Si se usan medios deshidratados completos, deben ser preparados y usados como lo
recomiendan los proveedores de dichos medios. (ICAITI 1991)

Cuadro 2: Componentes del agar rojo violeta bilis (VRBA)

Componente Cantidad

Extracto de levadura 3.0

Peptona de carne o de gelatina 7.09

Cloruro de sodio 5.0g

Mezcla de sales biliares 1.5¢

Lactosa 10.0g

Rojo neutro 0.03g

Cristal violeta 0.002¢g

Agar 15.0g

Agua de calidad microbiol6gica 10L

Fuente: Icaiti 34 046 h23

La Placa Petrifilm de 3M(MR), es un medio de cultivo en formato listo para usar. Estas placas
pueden ser usadas para el monitoreo microbiologico de alimentos, ambientes y superficies vivas e inertes.

La Placa Petrifilm de 3M(MR) para Recuento el Recuento Rapido de Coliformes, contiene los
nutrientes del medio de cultivo VRB (bilis rojo violeta) mas un acelerador de crecimiento, lo que sirve
para obtener informacion rapida sobre coliformes. Los niveles elevados de contaminacion por coliformes
(> 1,000/placa) pueden comenzar a detectarse de 4 a 6 horas. Niveles presuntivos de 6 a 14 horas y
niveles confirmados de 8 a 24 horas. Por su disefio y facilidad de manejo, Placas Petrifilm(MR) permite
eficientar su trabajo de laboratorio y aumentar su productividad.



I1l. JUSTIFICACION

Los recién nacidos prematuros presentan necesidades aumentadas de nutrientes ya que muchos
de sus 6rganos no han terminado de desarrollarse y no han tenido tiempo para producir reservas, por esta
razén es necesario que las formulas lacteas para prematuros tengan diferente proporcion de nutrientes a
las de una férmula para un lactante nacido a término. Estas diferencias son mas notables con respecto a
los aminoécidos que contienen como la lisina, carnitina, histidina, tirosina, cisteina y taurina, cuya sintesis
es insuficiente en los prematuros.

En los hospitales, las formulas lacteas pasan por un proceso de autoclave, que involucra altas
temperaturas y permite asegurar la inocuidad de las mismas. Sin embargo, después de llevar a cabo este
procedimiento dentro del Hospital Roosevelt, se ha observado que se pierde una cantidad de volumen de
las pachas, por lo que es importante conocer si después de este procedimiento, las formulas conservan la
cantidad de nutrientes concentrandose en el volumen restante o se pierden con el volumen que, segun se
ha observado, se pierde de la formula. A la vez, es de suma importancia conocer si a menor 0 mayor
tiempo de esterilizacion, se pierden menos nutrientes, pero las formulas conservan su inocuidad.

La lisina es un aminoacido esencial para los neonatos prematuros. Su disponibilidad puede
verse afectada por el tratamiento a altas temperaturas, como lo es la esterilizaciéon, a la cual son sometidas
las formulas lacteas en los hospitales. La importancia de conocer la lisina disponible en las formulas
lacteas, es que cuando ésta pierde su calidad para ser utilizada por el organismo, indica que los demas
aminoacidos también han perdido su calidad nutricional, por lo que es un buen instrumento para conocer
la condicion de las proteinas en general.

La vitamina C es también un micronutriente esencial en recién nacidos prematuros que sirve
para la formacidn de neurotransmisores e interviene en el metabolismo de la tirosina, ademas que de todas
las vitaminas, es la mas inestable y I&bil, por lo que se puede utilizar su contenido residual en los
alimentos como un indice de retencion de nutrimentos, ya que si resiste el procesamiento, quiere decir
que todos los demas nutrimentos se veran poco afectados.

La nutricién de la poblacién de los prematuros de la sala de Recién nacidos de alto riesgo del
Hospital Roosevelt es de suma importancia por la cantidad de formula que se les administra. Por las
diversas patologias que presentan, el bajo beso, medicamentos y soluciones que se les prescriben, los
prematuros de alto riesgo generalmente tienen restricciones de liquidos y los volimenes de las formulas
son normalmente de 10 a 30 cc; por lo tanto, las pérdidas de nutrientes pueden ser mas significativas que
en volimenes grandes de liquido.

Esta investigacion ayudard a determinar si a pesar del tratamiento térmico recibido, las
férmulas para prematuros conservan la calidad nutricional y microbiol6gica, como se espera que sea para
permitir una 6ptima nutricion del neonato y promover su crecimiento.



V. OBJETIVOS

A. Objetivos generales

Determinar el tiempo éptimo de esterilizacion de las férmulas para prematuros desde el punto de
vista nutricional y microbiolégico.

B. Objetivos especificos

1. Determinar la calidad nutricional de las férmulas esterilizadas a diferentes tiempos
2. Determinar la calidad microbiol6gica de las formulas esterilizadas a diferentes tiempos.
3. Obtener el tiempo adecuado para la esterilizacién.



V. HIPOTESIS

A Ho: La cantidad promedio de nutrientes de las formulas es igual antes y después de haber sido
sometidas a un proceso de esterilizacion o autoclave

H,: La cantidad promedio de nutrientes de las fdrmulas es mayor antes de haber sido sometidas a
un proceso de esterilizacidn o autoclave.

1. Variable independiente: La esterilizacién de vapor o autoclave a la que se someten las
férmulas

2. Variable dependientes: La pérdida de la calidad de amino acidos como la lisina y la
vitamina C.

B. Ho: La cantidad promedio de microorganismos en las formulas para prematuros es la misma para
los tres diferentes tiempos de esterilizacion.

H1: La cantidad promedio de microorganismos en las formulas para prematuros es diferente para
los tres diferentes tiempos de esterilizacion.

1. Variable independiente: El tiempo de esterilizacidn de vapor o autoclave de las formulas
2. Variable dependiente: Menos pérdida de nutrientes e inocuidad de las férmulas



VI. MATERIAL Y METODOS

A. MATERIALES

1. Universo. El universo son todas las pachas de prematuros que se preparan durante el dia
en el lactario del area de pediatria del Hospital Roosevelt, cuyo procedimiento de preparacion se detalla
en el anexo 2. El trabajo de campo se realizard en los laboratorios de la Universidad del Valle de

Guatemala.

2. Muestra. Se utilizé una poblacién de 100 muestras en total de las cuales se tomaron 30
muestras de manera aleatoria, que se prepararon en los laboratorios de la Universidad del Valle de
Guatemala, recreando exactamente el procedimiento utilizado en el Hospital Roosevelt de preparacion y

esterilizacion de las formulas para evitar errores.

3. Equipo

a. Fisico
1)

a)

b)

c)

d)

e)

2)

3)
a)
b)
c)
d)

4)
a)

c)
d)

€)

Lisina disponible

1 balanza analitica

4 erlenmeyers 150mL
1 agitador

1 centrifugador

1 espectrofotometro
equipo individual.

Vitamina C

1 beaker de 250mL

1 balanza analitica

2 papel filtro whatman No. 1
6 erlenmeyer de 50mL

1 pipeta para titulacion

1 frijol magnético

1 agitador

equipo individual.

Determinacion de coliformes
1 pipeta estéril

1 incubadora

30 placas Petrifilm 3M

equipo individual.

MicroKjeldahl

2 balones Micro Kjeldahl de 30 mL

1 digestor eléctrico micro

1 microdestilador al vapor por calentamiento eléctrico con redstato
balanza analitica

equipo individual.

5) Meétodo de Babcock

a)

2 balones Babcock estandar para pruebas de leche



b) 2 pipetas de 17.6mL

c) centrifugador

d) 1 estufa de bafio de maria
e) equipo individual.

6) Humedad
a) 2 cajas de metal
b) 1hornoa80°C
¢) 1 secador
d) 1 balanza analitica
e) 1 par de guantes

7) Cenizas
a) 2 crisoles de porcelana
b) 1estufa
¢) 1mufla
d) equipo individual.

8) Color
a) Instrumento Color Quest Sphere II.

b. Recurso humano: Investigadora, personal de laboratorio de la Universidad del Valle
de Guatemala.

4.  Reactivos
a. Lisina disponible
1) 1.76g acido naranja 12
2) 20g de éacido oxalico dihidratado
3) 3.4g de fosfato de potasio dihidrogenado
4) 60 mL de &cido acético glacial.
5) 1649 de acetato de sodio anhidro

b. Vitamina C
1) 3g de acido metafosférico
2) 8 mL de &cido acético
3) 0.025g de 4cido ascorbico
4) 0.0625g 2,6-diclorofenolindofenol Na
5) 5.2mg NaHCO3.

c. Determinacion de Coliformes:
1) 34 gramos de KH,PO,.

d. Microkjeldahl:
1) 3mL H2SO4 concentrado
2) 0.1g de HgO
3) 1.5g de Na2SO4 pulverizado
4) 13mL de NaOH al 10N
5) 5mL de tiosulfato de sodio al 8%
6) 10mL de acido borico al 4%
7) 3 gotas de rojo de metilo.

e. Maétodo de Babcock:
1) Hexametafosfato de Sodio
2) Triptdn x100
3) Metanol

B. METODOS



1.  Tipo de investigacidn. Este es un estudio de tipo experimental y comparativo.

2. Seleccion de la muestra. Se rotularon todas las pachas de prematuros que se prepararon
en las fechas calendarizadas y se utiliz6 una tabla de nimeros aleatorios para asegurarse que todas las
férmulas tuvieran la misma probabilidad de ser escogidas. El autoclave que se utiliza en el Hospital
Roosevelt es un modelo estatico de canasta del afio 1955, el cual se utiliza siempre a 121°C y a 20 libras
de presién. El tiempo durante el cual se esterilizan las pachas cambia, dependiendo del nimero de pachas
gue se vayan a necesitar, desde 7 a 15 minutos.

3. Disefio experimental. Se utilizaron para todos los procedimientos de esterilizacion la
misma temperatura de 121°C y la misma presion de 20 libras. Los tiempos de esterilizacion que se
utilizaron fueron de 10, 15 y 20 minutos. Después de autoclavear las férmulas, se tomaron cinco muestras
para cada tiempo, utilizando la pacha antes de someterla al proceso de autoclave y esa misma férmula
después de haber sido sometida al proceso de esterilizacidn. Se realizaron las pruebas a las muestras
obtenidas ese mismo dia para evitar pérdidas o errores en la medicién por almacenamiento. Se realizaron
los siguientes métodos para cada muestra (los pasos para la realizacion de los métodos se presenta en el
anexo 3)

Método de enlace de colorante
Método del 2,6-diclorofenolindofenol
Método de Kjeldahl
Método de Babcock
Determinacion de Humedad
Determinacion de cenizas
Obtencion de carbohidratos
Determinacion de color
i. Determinacion de coliformes totales y E. coli.

Al obtener las mediciones, se calcularon los resultados como lo especifica cada prueba y luego
se analizaron estos resultados para discutirlos y obtener conclusiones. Se prosiguié a la elaboracion de
recomendaciones para mejorar los resultados.

mS@ e a0 o

4.  Tabulacion de datos. Se tabularon los datos utilizando cuadros que presentaban el
resultado antes y después del procesamiento térmico en sus respectivos duplicados. Se presentan todos
los procedimientos realizados para cada tiempo de autoclave en comparacién con los resultados obtenidos
antes y después del procesamiento térmico.

5.  Analisis estadistico. Para el analisis estadistico de los resultados se utilizaron las
siguientes pruebas: para comprobar la hipotesis nimero uno se utiliz6 una prueba t pareada por
diferencias de medias entre las muestras, esto mostrd si el cambio de los resultados antes y después de las
pruebas fue significativo. Para comprobar la hip6tesis nimero dos se pretendia utilizar una prueba simple
de andlisis de varianza (ANOVA) para la comparacion de los tres tiempos; y determinar en cual de los
tiempos se observé una mayor cantidad de bacterias.



VIl. CRONOGRAMA

Fecha

Pruebas a realizar

Semana del 16-20 mayo

Prueba de lisina y microbiologia para todas las muestras

Semana del 23-27 mayo

Prueba de vitamina C, Babcock y Humedad

Semana del 30-3 junio

Prueba de proteinas, cenizas y color

Semana del 6-10 junio

Tabulacion de resultados, discusion y conclusiones




VII. PRESUPUESTO
Instrumento Precio por Unidad Cantidad a Precio total
unidad utilizar
Hojas de papel bond 100 Q. 35.00
Tinta para impresora 1 Q. 150.00
Fotocopias Q. 100.00
Acido naranja 12 Q. 532.00 25 gramos 4.4 gramos Q. 93.63
Acetato de sodio Q. 700.00 1000 gramos 492 gramos Q. 344.40
anhidro
Fosfato de potasio Q. 260.42 250 gramos 20.4 gramos Q.21.25
dihidrogenado
Acido acético Q. 293.71 2.5 litros 420 ml Q. 49.34
Acido metafosférico Q. 659.09 100 gramos 22.5 gramos Q. 148.29
2,6- Q. 923.16 5gramos 0.0625 gramos Q.11.54
diclorofenolindofenol
Bicarbonato de sodio Q. 183.15 500 gramos 10.4 mg Q. 0.06
Acido sulfurico Q. 207.39 1 litro 90 ml Q. 18.66
Oxido de mercurio Q. 488.35 50 gramos 3 gramos Q. 29.30
Sulfato de sodio Q. 275.10 500 gramos 45 gramos Q. 24.76
pulverizado
Hidroxido de sodio Q. 224.55 1 kilogramo 160 gramos Q. 35.93
Tiosulfato de sodio Q. 348.63 500 gramos 12 gramos Q. 8.37
Acido borico Q. 314.20 100 gramos 12 gramos Q. 37.70
Pruebas petrifilm 30 Q. 265.00
Pipetas desechables Q. 15.00

Total

Q. 1388.23




VIIl. RESULTADOS
C.  Volumen de las férmulas

Todos los resultados que se presentan son el promedio de cinco determinaciones, se utilizé un total
de 30 muestras A continuacidn se muestran los cambios de volumen que sufrieron las formulas después
de haber sido sometidas al autoclave a una temperatura de 121° C y 15 psi. Los volimenes iniciales
fueron diferentes para recrear fielmente el método que se utiliza en el hospital porque no todas las pachas
gue se someten a la esterilizacion tienen el mismo volumen.

Cuadro 3: Cambio de volumen con respecto al tiempo de esterilizacion

Tiempo Volumen inicial | Volumen final | % de pérdida| Pérdida de
(mL) (mL) de volumen | volumen (mL)
10 minutos 60.0 56.6 5.7 1.440.5
15 minutos 66.8 65.4 2.1 1.4+1.1
20 minutos 67.8 66.6 1.8 1.240.4

Cuadro 4: Resultados estadisticos del cambio de volumen a diferentes tiempos de esterilizacion;

10 minutos

Antes Despues
Media 60 58,6
Varianza 104 114,3
Observaciones 5 5
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t 5,715476066
P(T<=t) una cola 0,00231792
Valor critico de t (una cola) 2,131846782
15 minutos

Antes Después
Media 66,8 65,4
Varianza 57 4,3
Observaciones 5 5
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t 2,745625892
P(T<=t) una cola 0,025802979
Valor critico de t (una cola) 2,131846782
20 minutos

Antes Después
Media 67,8 66,6
Varianza 5,2 53
Observaciones 5 5
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t 6
P(T<=t) una cola 0,001941269

Valor critico de t (una cola)

2,131846782

Se puede observar en el cuadro 4, que los resultados estadisticos de la prueba t realizados para
conocer el cambio de volumen de las férmulas antes y después del proceso de esterilizacion en autoclave



indican que si existe una diferencia entre las medias sometidas al tratamiento térmico para todos los
tiempos, utilizando un nivel de confianza del 5%, por lo que el volumen antes del procesamiento es
mayor que el volumen después del procesamiento. Se observo que la pérdida de volumen fue de un
mililitro segun el promedio de los resultados.

D. Calidad nutricional de las férmulas

En el cuadro 5 se pueden observar los resultados de las pruebas de proteina realizadas antes y
después del tiempo de procesamiento (autoclave) que se indica.

Cuadro 5: Contenido de proteina segun los diferentes tiempos de esterilizacion

. Proteina inicial Proteina final Pérdida de proteina
Tiempo
(gramos) (gramos) (gramos)
10 minutos 125 11.8 0.78+1.3
15 minutos 125 12.1 0.44+0.8
20 minutos 125 12.1 0.40+0.8

Segun los resultados estadisticos del cambio de la cantidad de proteina (ver cuadro 6), se puede
observar que el valor del estadistico t se encuentra en la zona de no rechazo a un nivel de confianza del
5%, por lo que no existe evidencia suficiente para rechazar la hipétesis nula.

Cuadro 6: Resultados estadisticos del cambio de proteina

10 minutos

Antes Despues
Media 12,54 11,76
Varianza 0,063 1,258
Observaciones 5 5
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t 1,51749824
P(T<=t) una cola 0,10187226
Valor critico de t (una cola) 2,13184649
15 minutos

Antes Después
Media 12,54 12,1
Varianza 0,063 0,36
Observaciones 5 5
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t 1,51275116
P(T<=t) una cola 0,08439869
Valor critico de t (una cola) 1,85954832
20 minutos

Antes Después
Media 12,54 12,14
Varianza 0,063 0,503
Observaciones 5 5



Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 5

Estadistico t 1,1888766
P(T<=t) una cola 0,14393401
Valor critico de t (una cola) 2,01504918

En el siguiente cuadro se pueden observar los promedios de los resultados de las determinaciones
de grasa antes y después de someter las formulas al proceso de autoclave, al igual que los promedios de la
pérdida de grasa.

Cuadro 7: Contenido de grasa con respecto al tiempo de esterilizacion

Ti Grasa inicial Grasa final Pérdida de grasa
iempo

(gramos) (gramos) (gramos)
10 minutos 25.4 25.3 0.12+0.04
15 minutos 25.4 25.2 0.24+0.05
20 minutos 25.4 25.3 0.12+0.04

En el cuadro 8 se puede observar que para los tiempos de 10, 15 y 20 minutos de procesamiento no
hubo diferencias en la cantidad de grasas de las formulas antes ni después del procesamiento térmico, ya
que el valor del estadistico t se encuentra en la zona de no rechazo para un nivel de confianza del 5%.

Cuadro 8: Resultados estadisticos del cambio de grasa

10 minutos

Antes Despues
Media 25,4 25,28
Varianza 0 0,072
Observaciones 5 5
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t 1
P(T<=t) una cola 0,18695048
Valor critico de t (una cola) 2,13184649
15 minutos

Antes Después
Media 25,4 25,16
Varianza 0 0,108
Observaciones 5 5
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t 1,632993162
P(T<=t) una cola 0,088903903
Valor critico de t (una cola) 2,131846486
20 minutos

Antes Después
Media 25,4 25,28
Varianza 0,072
Observaciones 5

Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad
Estadistico t



0,18695048
2,13184649

P(T<=t) una cola
Valor critico de t (una cola)

En el siguiente cuadro se muestran los resultados del promedio de cinco observaciones del
porcentaje de humedad de las muestras después de ser sometidas a los diferentes tiempos de
esterilizacion.

Cuadro 9: Contenido de humedad a diferentes tiempos de esterilizacion

Tiempo Hume(z;;j) inicial Humedad final (%) hErilrgdlgg ?(;))
10 minutos 85.1 84.7 0.36+0.5
15 minutos 85.1 86.1 -1.02+1.1
20 minutos 85.1 85.3 -0.28+0.2

Se puede observar que no existe evidencia de que haya diferencia en la humedad antes que después
del procesamiento para el tiempo de 10 y 15 minutos. Para los 20 minutos de procesamiento fue
rechazada la hipdtesis; ya que el valor de t se salié de la zona de no rechazo. Por lo tanto existe diferencia
entre la humedad antes y después de 20 minutos de procesamiento.

Cuadro 10: Resultados estadisticos del cambio de humedad

10 minutos

Antes Después
Media 85,06 84,7
Varianza 0,003 0,18
Observaciones 5 5
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t 1,88175014
P(T<=t) una cola 0,06650597
Valor critico de t (una cola) 2,13184649
15 minutos

Antes Despueés
Media 86,08 85,06
Varianza 1,162 0,003
Observaciones 5 5
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t 2,11311052
P(T<=t) una cola 0,05106586
Valor critico de t (una cola) 2,13184649
20 minutos

Antes Después
Media 85,34 85,06
Varianza 0,043 0,003
Observaciones 5 5
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 5
Estadistico t 2,9192018
P(T<=t) una cola 0,01652218
Valor critico de t (una cola) 2,01504918



El cuadro 11 muestra los resultados de la determinacion de cenizas después de los diferentes
tiempos de esterilizacidn. Se puede observar que segun los promedios, la cantidad de cenizas después del
procesamiento se comport6 de forma similar, por lo que las pérdidas fueron minimas.

Cuadro 11: Contenido de cenizas segln el tiempo de esterilizacién

Ti Cenizas inicial Cenizas final Pérdida de ceniza
iempo
(gramos) (gramos) (gramos)
10 minutos 3.1 3.3 -0.2+0.3
15 minutos 3.1 3.3 -0.2+0.4
20 minutos 3.1 3.2 -0.1+0.3

Los resultados estadisticos de la determinacion de cenizas (ver cuadro 12) indican que no existe
una pérdida significativa de cenizas por el procesamiento ya que no se observé una gran diferencia entre
las medias.

Cuadro 12: Resultados estadisticos del cambio de cenizas

10 minutos

Antes Después
Media 3,28 3,08
Varianza 0,002 0,092
Observaciones 5 5
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t 1,45864991
P(T<=t) una cola 0,10920893
Valor critico de t (una cola) 2,13184649
15 minutos

Antes Despueés
Media 3,3 3,08
Varianza 0,02 0,092
Observaciones 5 5
Varianza agrupada 0,056
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t 1,46993683
P(T<=t) una cola 0,08988895
Valor critico de t (una cola) 1,85954832
20 minutos

Antes Después
Media 3,2 3,08
Varianza 0,005 0,092
Observaciones 5 5
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t 0,86154979
P(T<=t) una cola 0,21875989
Valor critico de t (una cola) 2,13184649

En el siguiente cuadro se presentan todos los resultados del andlisis proximal completo. Se
muestra la cantidad de carbohidratos de las formulas por medio de la diferencia del cien por ciento con
los resultados de los demas elementos obtenidos por medio de los analisis especificados anteriormente. Se



puede observar que el comportamiento de los nutrientes a los diferentes tiempos de esterilizacion fue
parecida a los resultados antes del procesamiento.

Cuadro 13: Resultados del analisis proximal

Tiempo Antes del procesamiento Después del procesamiento
Proteina | Grasa | Carbohi | Cenizas | Proteina Grasa | Carbohi | Cenizas Total
() (9 dratos (9) (@ dratos
10
minutos 125 254 63.8 3.1 11.8 253 64.5 3.3 100
15
minutos 125 254 63.8 3.1 12.1 25.0 64.3 3.3 100
20
minutos 125 254 63.8 3.1 12.1 25.3 64.2 3.2 100

El cuadro 14 muestra los resultados obtenidos de la determinacién de lisina disponible por el
método de enlace de colorante. Por medio de estos resultados y las pruebas estadisticas se infiere que no
hay diferencia significativa entre la lisina disponible antes y después del tratamiento térmico en los

diferentes tiempos de esterilizacion.

Se observa que los resultados fueron aumentando conforme el

tiempo, pero todavia permanecié dentro de la zona de no rechazo por lo que no se le dio mucha

importancia.

Cuadro 14: Lisina disponible antes y después de la esterilizacion a diferentes tiempos

. Lisina inicial Lisina Final Pérdida de lisina
Tiempo
(gramos) (gramos) (gramos)
10 minutos 3.55 2.98 0.09+0.7
15 minutos 3.55 3.26 -0.19+0.6
20 minutos 3.55 3.88 -0.81+1.0

Cuadro 15: Resultados estadisticos del cambio de lisina disponible

10 minutos
Antes Después
Media 3,0678 2,9806
Varianza 0,3406052  0,8257103
Observaciones 5 5
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t 0,18054832
P(T<=t) una cola 0,43060602
Valor critico de t (una cola) 1,85954832
15 minutos
Antes Después
Media 3,0678 3,2608
Varianza 0,3406052 0,1646347
Observaciones 5 5
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t -0,60714649
P(T<=t) una cola 0,28029332
Valor critico de t (una cola) 1,85954832
20 minutos
Antes Después
Media 3,8782 3,0678
Varianza 1,0996167  0,3406052
Observaciones 5 5




Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8

Estadistico t 1,5099749
P(T<=t) una cola 0,0847454
Valor critico de t (una cola) 1,85954832

En el siguiente cuadro se pueden observar los resultados obtenidos de la determinacion de vitamina
c en las formulas para los diferentes tiempos de esterilizacién antes y después del procesamiento, asi
como también el promedio de la pérdida de esta vitamina debido a el mismo.

Cuadro 16: Contenido de vitamina C en formulas esterilizadas a diferentes tiempos de esterilizacion

. Vitamina C inicial | Vitamina C final P_erdlqla de
Tiempo (Mg/100g) (Mg/100g) Vitamina C
(mg/100g)
10 minutos 100.7 73.9 26.8+4.4
15 minutos 100.7 74.9 25.7+2.8
20 minutos 100.7 84.4 16.3+7.0

Segun los resultados del cuadro 16 y el cuadro 17 se puede observar que si existe una diferencia
significativa entre la vitamina ¢ antes del procesamiento térmico que después de éste. Esto se cumple
para todos los tiempos de esterilizacién ya que el valor de t se encuentra en la zona de rechazo.

Cuadro 17: Resultados estadisticos de la vitamina C

10 minutos

Antes Despues
Media 100,7 73,938
Varianza 6,29865 5,15452
Observaciones 5 5
Varianza agrupada 5,726585
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t 17,6823798
P(T<=t) una cola 5,35E-08
Valor critico de t (una cola) 1,85954832
15 minutos

Antes Despueés
Media 100,7 74,952
Varianza 6,29865 8,59367
Observaciones 5 5
Varianza agrupada 7,44616
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t 14,9192614
P(T<=t) una cola 2,009E-07
Valor critico de t (una cola) 1,85954832
20 minutos

Antes Después
Media 100,7 84,438
Varianza 6,29865 26,69542
Observaciones 5 5
Varianza agrupada 16,497035
Diferencia hipotética de las medias 0



Grados de libertad 8

Estadistico t 6,33054373
P(T<=t) una cola 0,00011263
Valor critico de t (una cola) 1,85954832

En el cuadro 18 se presentan los resultados obtenidos de las pruebas de cambio de color por medio
del colorimetro de Hunter. Se presentan los resultados de las tonalidades L: de negro a blanco, las

tonalidades “a” de rojo a verde y las tonalidades “b” de azul a amarillo, los resultados de los tonos “a” y
“b” no se presentan por no ser de relevancia para el producto utilizado.

Cuadro 18: Resultados de color a diferentes tiempos de esterilizacién

Tiempo Color inicial Color final Pérdida de color
10 minutos 85.5 85.52 2.59+0.28
15 minutos 85.5 85.58 2.53+0.18
20 minutos 85.5 83.48 4.63+1.42

En el cuadro 19 se pueden observar los resultados de los diferentes tiempos para los tonos L, los
cuales determinan la cercania de la muestra a los colores negro o blanco. Se confirmé que existe
diferencia entre el color antes de someter la muestra a autoclave que después de haberlo sometido,
demostrandose que se oscurece la férmula.

Cuadro 19: Resultados estadisticos del cambio de color para los tonos L (negro-blanco)

10 minutos

Antes Después
Media 88,11 85,52
Varianza 0,00185 0,09185
Observaciones 5 5
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t 18,9197316
P(T<=t) una cola 2,2983E-05
Valor critico de t (una cola) 2,13184649
15 minutos

Antes Despueés
Media 88,11 85,584
Varianza 0,00185 0,02373
Observaciones 5 5
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 5
Estadistico t 35,3157211
P(T<=t) una cola 1,7128E-07
Valor critico de t (una cola) 2,01504918
20 minutos

Antes Después
Media 88,11 83,478
Varianza 0,00185 2,12557
Observaciones 5 5
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t 7,10112135
P(T<=t) una cola 0,00103866
Valor critico de t (una cola) 2,13184649



E. Analisis microbiologico

Al realizar las pruebas microbioldgicas por medio de las placas de petrifilm 3M, no se obtuvo
resultados numéricos puesto que no se observé ningln crecimiento bacteriano, ni de coliformes totales, ni
de E. coli. Esto significa que las férmulas se encontraron inocuas para todos los tiempos de esterilizacion

determinados.



X. DISCUSION

Al realizar las pruebas antes mencionadas, se obtuvo resultados interesantes, las cuales se explican
a fondo a continuacion.

Se pudo observar que el volumen de las férmulas antes y después de someterse al proceso de
autoclave sufrié cambios significativos. Esto se explica por la forma en que se usa el autoclave, ya que
luego de colocar las pachas para ser autoclaveadas, se permite que el autoclave llegue a la temperatura
deseada y se deja 15 minutos a esa temperatura, luego se apaga y se espera 10 minutos para liberar el
vapor y se abre el autoclave. Este procedimiento permite que la presidn dentro del autoclave cambie
bruscamente y se pierda el volumen. Esta pérdida fue significativa en cuanto a cantidad de liquido, pero
conforme a los resultados presentados anteriormente, se puede ver que la formula tiende a evaporarse y a
perder cierta cantidad de nutrientes que no es significativa para comprometer la nutricion del prematuro.

Al determinar la cantidad de proteina, grasa y ceniza de las férmulas, se pudo observar que no
existen cambios significativos antes y después de ser sometidas al proceso de esterilizacién por autoclave
en los diferentes tiempos. Este resultado coincidié con lo que se esperaba, ya que el tratamiento térmico a
periodos relativamente cortos de tiempo no deberia afectar la cantidad de estos elementos en los
alimentos. Sin embargo; segin Rudlof (1992:30), mediante su estudio se comprob6 que los tratamientos
térmicos provocan que las proteinas queden atrapadas en la capa de lipidos de los alimentos. Esta
interaccion entre proteinas y lipidos causados por el tratamiento térmico puede afectar la digestion de las
mismas; en especial, porque estas interacciones se dan mas fuertemente al pH que normalmente se
encuentra en los estémagos de nifios lactantes. Por lo tanto, se demostr6 que la cantidad de proteina no se
pierde significativamente, pero esto no indica que se encuentra totalmente disponible para utilizarse
biolégicamente.

La cantidad de proteina de las formulas no se perdi6 de manera tal que ponga en riesgo las
recomendaciones de proteina diaria para un neonato prematuro segun Hay, (1999; 187), ya que aun el
valor més bajo encontrado después del tratamiento térmico provee la cantidad necesaria para lograr un
balance protéico positivo (més de 2g/kg diario) De la misma manera, la cantidad de lipidos de las
férmulas tampoco presentd pérdidas que comprometieran las recomendaciones para los neonatos
prematuros, ya que segin Hay (1999; 187), la formula debe proveer del 40-50% de las calorias en forma
de grasa. En promedio las formulas después de ser sometidas a los tratamientos proveen entre un 42-43%
de las calorias. Esto también se cumple para los carbohidratos que aportan en promedio un 48% de las
calorias totales, después de la esterilizacion. La recomendacién de carbohidratos es de 40% de las
calorias.

La determinacion de humedad de las muestras es un factor muy importante para la demostracion de
los resultados, ya que se pudo observar que el porcentaje de la misma fue disminuyendo conforme se
aumentd el tiempo de esterilizacion de las formulas. A los 20 minutos, la hip6tesis nula fue rechazada,
que indica que si existe una diferencia significativa entre la humedad antes, que después del tratamiento
térmico. Se confirma asi, que la pérdida de volumen especificada pudo deberse a la disminucién de éste
dentro del autoclave, sin que hubiera una pérdida significativa de los nutrientes de la férmula. Esto se
puede relacionar con el volumen de las formulas ya que al disminuir el volumen y el porcentaje de
humedad simultaneamente, se infiere que se concentr6 la formula.

Con respecto al método de enlace de colorante utilizado para determinar la lisina disponible de las
férmulas antes y después de los procesos de autoclave, no se encontré una pérdida significativa en ningun
tiempo de esterilizacion. Segun los estudios realizados, se ha encontrado que el tratamiento térmico,
produce pérdidas en la disponibilidad de la lisina, sobre todo en los productos enterales. Inclusive durante
un tratamiento corto y a bajas temperaturas se observan reacciones de Maillard avanzadas, que
comprometen la calidad nutricional de las férmulas, ya que la lisina se enlaza con los azucares reductores
de la misma, impidiendo la utilizacién de las proteinas. (Leclére 2001:4682). En el estudio se esperaba
encontrar estas reacciones por varias razones: por las caracteristicas de las férmulas que contienen alta
cantidad de carbohidratos (sobre todo azlcares reductores como lactosa) y aminoacidos disponibles, por
la severidad del tratamiento a la que se someten, y el pH de ésta que es alcalino, lo que las hacen mas
susceptibles a reacciones quimicas durante el procesamiento.

También se cuenta con ciertos factores que podrian disminuir el avance de las reacciones de
Maillard como el porcentaje de humedad de las formulas, las cuales se encontraron en su mayoria a mas
de 85% y se ha demostrado que la taza de reacciones de Maillard disminuye cuando los niveles de



humedad aumentan a mas de 70%. (Lowry 1989: 1024) Esto indica que la calidad nutricional de las
férmulas con respecto a la lisina, no se ve comprometida en comparacién con los resultados encontrados
antes del procesamiento.

Por medio de la determinacién de color de las muestras y su comparacion antes y después de
someterlas al proceso de esterilizacion (ver grafica 4), se pudo demostrar que se llevé a cabo la reaccion
de Maillard puesto que los resultados mostraron cierto grado de oscurecimiento. Esto no se pudo observar
a simple vista, pero si lo detecto el colorimetro de Hunter. Se esperaria por lo discutido anteriormente,
que s6lo se llevan a cabo reacciones tempranas de Maillard en las cuales se da la formacién de productos
de amadori y se incrementa el poder reductor de los productos, sin llegar a la Gltima etapa de la reaccion
en donde se forman los compuestos coloreados llamados melanoidinas. Sin embargo; teéricamente, la
principal forma de blogueo de la lisina se da con los productos de amadori en los primeros pasos de la
reaccion de Maillard (Tomarelli 1985;317), pero los resultados obtenidos de la lisina disponible no
demostraron este hecho.

Segun los resultados obtenidos de la determinacion de lisina disponible, se podria decir que no se
perdié la cantidad de proteina de las formulas y la calidad de sus aminoacidos tampoco se vio afectada.
Esto indica que no se altero la proteina a pesar de los tratamientos térmicos a los que fue sometida.

Para determinar la vitamina C de las férmulas se utilizé el método del 2,6-diclorofenolindofenol.
Por medio del cual se pudo encontrar que si existe una pérdida significativa de vitamina C durante el
procesamiento, inclusive en el menor tiempo de esterilizacion (10 minutos). Esto se debe a que esta
vitamina es una de las més termol&biles de todas y se ve afectada por los tratamientos de esterilizacién a
los que se ven sometidas las formulas en el hospital. Esta se usa como un indice del impacto del
tratamiento térmico sobre todas las vitaminas. Su pérdida fue de un maximo de 27% por lo que se puede
inferir que las demas (vitaminas) se perdieron en menor grado. Al realizar el método se contempl6 con
anterioridad las fuentes de error que pudieron llevarse a cabo durante la utilizacion de este método fue la
presencia de reductonas en las muestras sometidas al procesamiento térmico, que se forman durante la
reaccion de Maillard, ya que éstas interfieren con los métodos de oxidacién-reduccién para la
determinacion de vitamina C.

Segun el comité de Nutricion de la Sociedad Pediatrica Canadiense, una férmula para prematuro
debe contener por lo menos 7mg/100kcal de vitamina C (NCCPS 1995:1766). A pesar de las pérdidas de
esta vitamina durante el procesamiento térmico, inclusive el menor valor encontrado de vitamina C por el
procedimiento del 2,6-diclorofenolindofenol, cumple con este requerimiento, tomando en cuenta la
dilucion estandar de la formula. Por lo que no se considera necesaria una suplementacion adicional de
acido ascorbico aunque se haya perdido cierta cantidad durante el procesamiento.

Microbioloégicamente, al utilizar bacterias coliformes y E. coli como referencia, no se pudo
encontrar formacion de colonias después de ningin tiempo de esterilizaciéon a pesar de las condiciones
higiénicas con las que se preparan las formulas. Lo que indica que la esterilizacion en autoclave por la
temperatura, la presion y la técnica utilizada es adecuada para preparar formulas inocuas para los recién
nacidos prematuros del Hospital Roosevelt (sin tomar en cuenta las practicas de manufactura después de
que las formulas salen del autoclave, son distribuidas, almacenadas en los servicios y administradas a los
prematuros).

Segun los resultados anteriores, se puede indicar que tanto en cantidad de nutrientes como de
microorganismos coliformes, los procedimientos utilizados por el Hospital Roosevelt en la preparacién de
las formulas estandar para prematuros del servicio de minimo riesgo, es adecuado, para 10, 15y 20
minutos de esterilizacion por autoclave. Sin embargo, ya que no se producen pérdidas significativas de
nutrientes, se sugiere que se persista con los 15 minutos de esterilizacion que se utilizan en dicho hospital
para proveer de un margen de error por colocacion incorrecta de las pachas en el autoclave, préacticas
higiénicas inadecuadas en la preparacion, errores en el manejo del mismo, etc.; ya que los recién nacidos
prematuros son mas vulnerables a infecciones nosocomiales, por la inmadurez de su sistema inmune.



XI.  CONCLUSIONES

1. La calidad nutricional en cuanto a los nutrientes basicos (proteina, grasa y carbohidratos),
disponibilidad de lisina, vitamina C y color de las férmulas; no se vio afectada por los tratamientos
térmicos a los que fueron sometidas en los diferentes tiempos.

2. La calidad microbioldgica, utilizando bacterias coliformes y E. coli como referencia, de las
formulas preparadas y esterilizadas por los métodos y condiciones higiénicas con las que se preparan las
formulas en el Hospital Roosevelt es muy buena, ya que no se encontré formacidn de colonias.

3. Segun los resultados obtenidos, se puede concluir que la esterilizacion en autoclave bajo la
temperatura, la presién y la técnica utilizada es adecuada a 15 minutos para preparar formulas inocuas y
nutritivas para los recién nacidos prematuros del servicio de Minimo Riesgo del Hospital Roosevelt.



IX. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda la utilizacién de otros métodos para la determinacion de calidad proteinica
de alimentos que sean sometidos a procesos de esterilizacion a temperaturas y presiones altas que no
tomen en cuenta la cantidad de lisina disponible para demostrar la veracidad de los resultados de esta
investigacion.

2. Se recomienda ampliar este estudio, monitoreando las probabilidades de pérdidas de
nutrientes y contaminacion de las formulas enterales durante el transporte, manejo, almacenamiento y
distribucion de las formulas en los servicios.

3. Se recomienda que se realicen capacitaciones frecuentes para las personas que trabajan en el
lactario acerca de buenas précticas de manufactura y verificar que se cumplan las normas higiénicas
necesarias.
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B. Anexo 2: “Procedimiento de preparacion de formulas en el Hospital Roosevelt”

LAVADO DE INSTRUMENTOS

\ 4
dos personas estan encargadas de recoger las pachas de los servicios

\4
se clasifican sequn el servicio

\4
se lavan las pachas con desinfectante y agua tibia sequn el servicio

A\ 4
se pasan los mamones y capuchas por jabén y agua caliente

A\ 4
se pasan para el otro cuarto donde se preparan las formulas

PREPARACION DF LLAS FORMUILAS

A 4 A 4

para las férmulas que no son estandarizadas se cuando las formulas son estandarizadas se

llenan las ollas con agua del chorro pesan los ingredientes segun lo especifique
las notas de la nutricionista

A 4

se prepara la formula segun corresponden las v
instrucciones de las latas de leche se agrega el agua del chorro

\4
se licuan los ingredientes

A 4

se mantienen en las ollas hasta el momento
del llenado de las pachas v

se ponen en lugares separados
con su respective clasificacion




LLENADO DE LAS PACHAS

\ 4

después de lavadas las pachas se rotulan y se clasifican segin el
servicio

Se ponen en canastas

v
se meten en el autoclave

\ 4

se llevan a los servicios donde se refrigeran y
se calientan cuando se van a utilizar




C. AnNexo 3: “Métodos utilizados”

1.Método de enlace de colorante

a. Se prepard una solucién de colorante con 1.76g de acido naranja 12, 20g de &cido
oxalico di-hidratado, 3.4g de fosfato de potasio di-hidrogenado, 60mL de acido acético glacial y agua
hasta llegar a un litro. También se preparar6 una solucién de acetato de sodio.

b. Se realizaron dos mediciones: para la medicién A, se empez6 por pesar 0.5g de muestra
y se puso en un erlenmeyer de 150mL, el cual se rotuld con una “A”

c. Se agreg6 40mL de la solucion de colorante y 2mL de la solucién de acetato de sodio
previamente preparadas.

d. Se preparé la medicién B: pesando la misma cantidad de muestra y colocandola
también en un erlenmeyer de 150mL, el cual se rotulé con una “B”

e. Seagreg6 0.2mL de anhidrido propionico y 2mL de la solucidn de acetato de sodio.

f.  Se agit6 por 15 minutos para que se llevara a cabo la protonacién en un agitador de
laboratorio.

g. Seagregaron 40mL de la solucién de colorante.

h. Después se pusieron las dos mediciones a agitar vigorosamente por 5 horas.

i. Se tomaron 25mL de cada medicion A y B a centrifugar por 10 minutos a 5000 rpm, y
del sobrenadante se tomaron 10mL y se diluyé 1mL a 100mL con una solucion buffer.

j. Se midid la absorbancia en una celda de 1cm a 475nm

k. Se realiz6 una curva de calibracién para determinar la cantidad de colorante por
diferencia. Se hizo una dilucion de 5mL a 50mL, de 1ImL a 100mL, 2mL a 100mL, 3mL a 100mL y 2mL
a50mL. Se midi6 la absorbancia a 475nm.

2.Método del 2,6-diclorofenolindofenol

j. Se prepard una solucion de extraccion disolviendo con agitacion 3g de &cido
metafosforico en 8mL de 4cido acetico y 40mL de agua. Se diluy6 a 100mL de agua y se filtrd en un
frasco oscuro.

k. Se prepar6 una solucién estandar de &cido ascorbico 1mg/ml, pesando 0.025¢g de &cido
ascorbico. Se transfirid a un balén de 25mL y se diluyé con la solucion de extraccion.

I.  Se preparé una solucion de diclorofenolindofenol, disolviendo 0.0625g de 2,6-
diclorofenolindofenol Na en 50mL de agua. Se adiciond 5.2mg de NaHCO3. Se agit6 vigorosamente y se
diluyo6 en 250mL de agua. Se filtrd en un frasco oscuro.

m. Luego se prepar6 una curva de titulacion con 50mL de la solucion de &cido ascdrbico
midiendo alicuotas de 0.5, 1, 2 y 3mL a erlenmeyers de 50mL que contenian 5mL de la solucién de
extraccién. Se titularon las alicuotas con la solucidn de diclorofenolindofenol hasta un color rosado
palido que permaneciera 5 segundos. Se anotaron los resultados.

n. Luego se pesaron 5¢g de la muestra y se les agregd 25mL de la solucion de extraccion y
se titul6. Se anotaron los resultados.

3.Método de Kjeldahl
a. Sepes6 0.25¢g de la muestra y se puso en un balén de kjeldahl.
b. Se agregé 1.5g de sulfato de sodio, 0.1g de 6xido de mercurio y 3mL de &cido
sulfdrico.
c. Se encendi6 el aparato en LO y cada cierto tiempo se le dio vuelta a los balones. Se
sacaron del horno cuando la muestra se torné transparente.
d. Se colocaron los 10mL de &cido borico en beakers de 100mL vy se le agregaron 3 gotas
del indicador rojo de metilo poniendo los beakers al final del destilador para que reciba la muestra.
e. Al balén con la muestra se le agregé agua desmineralizada, los 13mL de NaOH vy los
5mL de tiosulfato de sodio. Se espero a que el beaker Ilegue a 100mL
f.  Se titul6 la muestra con una solucion de HCL 0.1N, se anoté la cantidad de solucion
HCL utilizada para la titulacion.
g. Serealizo el célculo:
Gasto de HCL(mL) x Normalidad (0.1) x factor de nitrégeno (0.014) x 638
Peso inicial de muestra

4.Método de Babcock



a. Se prepar6 la solucion Babcock, disolviendo 7g de hexametafosfato de sodio en 60mL
de agua, agregar 3mL de tritdn x 100 y 0.5mL de metanol. Se aford a 100mL con agua.

b. Seagregaron 17.6mL de leche en un bal6n de babcock.

c. Seadicion6 17.6mL de la solucion babcock.

d. Secolocd la mezcla en un bafio de maria hirviendo hasta que la grasa se separé.

e. Sepuso a centrifugar durante 5 minutos.

f.  Después, se agrego una solucion de metanol:agua (1:1) hasta la parte superior del balon
y se centrifugd por 3 minutos.

g. Se midi6 la columna de grasa formada.

5.Método de Humedad
a. Primero se lavaron bien las cajas de metal y se pusieron a secar durante
aproximadamente una hora. Se colocaron en la disecadora por 30 minutos y se pesaron sin su tapadera
para tararlas.
Se pesaron 5 gramos de muestra liquida y se anot6.
Se pusieron en el horno a 80°C con la tapadera media puesta durante 6 horas.
Despueés de este tiempo se taparon bien y se colocaron en la disecadora por 30 minutos.
Se tomo el peso final sin la tapadera.
Se calculé el porcentaje:

D o0 T

Peso muestra himeda — peso seco x 10
Peso muestra hiUmeda

6.Método de Cenizas
a. Primero se lavaron los crisoles y se pusieron al horno a 80°C aproximadamente una
hora.
Se dejaron enfriar en la disecadora por 30 minutos.
Se pesaron para obtener la tara y se apuntaron los resultados.
Se pesaron de 1-2 gramos de muestra.
Se puso en el crisol y se puso en la estufa a que se queme bien y que no saque humo.
Luego se puso en la mufla por 8 horas.
Se calcula el porcentaje:

Q@ o a0 o

Peso de ceniza x 100
Peso inicial

7.0btencion de carbohidratos. Se toman todos los resultados del analisis proximal y se restan
a la cantidad original para obtener los carbohidratos.

8.Volumen inicial, volumen final
a. Setomo el volumen antes de ser sometido al autoclave
b. Setomé el volumen del liquido después de ser sometido al autoclave
c. Sereportaron los resultados en mL.

9.Determinacion de color

a. Se prendié el Color Quest Sphere 1l y se configurd el software para leer las muestras
utilizando la escala de color deseado.

b. Se coloco el instrumento en el modo de reflectancia.

c. Se estandarizd el instrumento, utilizando la trampa de luz y los estandares grises y
blancos

d. Seinstalo la repisa para colocar la celda que contiene la muestra.

e. Selleno la celda de vidrio de 55mm con el producto a analizar.

f.  Se colocd la celda que se llend contra el puerto de reflectancia para que la formula se
lea a través de la clara ventana de vidrio de la celda.

g. Se cubrio la celda de muestra con la cobertura opaca.

10. Determinacion de coliformes
a. Se prepar6 una solucion de KH2PO4 pesando 34 gramos de reactivo y llevandolo a
1000mL con agua destilada. Se llev6 a pH de 7.2
b. Se esterilizé por 15 minutos a 121°C
c. Setomo una alicuota de 1.25mL y se llevo a 1000mL con agua destilada.



d. Seesteriliz6 por 15 minutos a 121°C

e. Se hizo una dilucidn de leche:solucién a 50mL en 450mL de solucion.

f.  Se tomo una alicuota de 1mL de muestra y se agregd en el centro de las plaquitas
petrifilm 3M a temperatura ambiente.

g. Serotuld y se puso a incubar a 35°C por 48 horas

h. Se contd el nimero de bacterias presentes bajo luz ultra violeta. Los coliformes se
presentan como puntos rosados y los E. coli, se presentan como puntos azules.



c. Anexo 4: cuadros de resultados

Cuadro 20: Resultados del cambio de volumen después del procesamiento térmico

Tiempo Volumen inicial (mL) Volumen final (mL)
50 48
50 48
10 minutos 74 73
62 61
64 63
67 65
68 65
15 minutos 70 69
64 64
65 64
70 69
65 64
20 minutos 68 66
70 69
66 65

Cuadro 21: Resultados de la proteina después del procesamiento térmico

Tiempo Proteina inicial (gramos) Proteina final (gramos)
11.6 12.9 12.3 13.4 13.3 13.3
13.1 12.6 12.9 10.1 12.5 11.3
10 minutos 12.4 12.9 12.7 9.4 11.6 10.5
13.9 10.8 124 9.8 12.6 11.2
10.7 13.5 124 13.0 12.1 12.5
11.6 12.9 12.3 11.2 12.0 11.6
13.1 12.6 12.9 12.5 10.8 11.6
15 minutos 12.4 12.9 12.7 11.6 12.0 11.8
13.9 10.8 124 12.6 12.8 12.7
10.7 13.5 124 12.9 12.8 12.8
11.6 12.9 12.3 13.2 11.7 12.5
13.1 12.6 12.9 11.9 13.1 12.5
20 minutos 12.4 12.9 12.7 13.1 9.3 11.2
13.9 10.8 124 12.3 13.4 12.9
10.7 13.5 124 12.0 11.2 11.6
Cuadro 22: Resultados de la grasa después del procesamiento térmico
Tiempo Antes (gramos) Gramos Después (gramos) Gramos
en 100g en 100g
3.7 3.7 3.7 20.6 3.6 3.6 3.6 20.1
3.6 3.7 3.7 20.6 3.7 3.7 3.7 20.6
10 minutos 3.6 3.7 3.7 20.6 3.7 3.6 3.7 20.6
3.7 3.7 3.7 20.6 3.7 3.7 3.7 20.6
3.7 3.7 3.7 20.6 3.6 3.7 3.7 20.6
3.7 3.7 3.7 20.6 3.7 3.7 3.7 20.6
3.6 3.7 3.7 20.6 3.6 3.6 3.6 20.1
15 minutos 3.6 3.7 3.7 20.6 3.6 3.6 3.6 20.1
3.7 3.7 3.7 20.6 3.6 3.6 3.6 20.1
3.7 3.7 3.7 20.6 3.6 3.7 3.7 20.6
3.7 3.7 3.7 20.6 3.6 3.6 3.6 20.1
3.6 3.7 3.7 20.6 3.6 3.7 3.7 20.6
20 minutos 3.6 3.7 3.7 20.6 3.7 3.7 3.7 20.6
3.7 3.7 3.7 20.6 3.6 3.7 3.7 20.6
3.7 3.7 3.7 20.6 3.7 3.7 3.7 20.6
Cuadro 23: Resultados de ceniza después del procesamiento térmico
Tiempo Ceniza inicial (gramos) Ceniza final (gramos)
10 minutos 32 | 33 | 33 33 | 33 | 3.3




3.3 3.3 3.3 3.3 3.3 3.3
2.7 2.7 2.7 3.3 3.3 3.3
2.9 2.7 2.8 3.3 3.2 3.3
3.3 3.3 3.3 3.2 3.2 3.2
3.2 3.3 3.3 34 34 34
3.3 3.3 3.3 3.3 2.8 3.1
15 minutos 2.7 2.7 2.7 3.4 3.4 3.4
2.9 2.7 2.8 3.3 34 34
3.3 3.3 3.3 3.2 3.2 3.2
3.2 3.3 3.3 3.1 3.2 3.2
3.3 3.3 3.3 3.2 3.2 3.2
20 minutos 2.7 2.7 2.7 3.3 3.2 3.3
2.9 2.7 2.8 3.1 3.0 3.1
3.3 3.3 3.3 3.1 3.2 3.2
Cuadro 24: Resultados de Humedad después del tratamiento térmico
Tiempo Humedad inicial (%) Humedad final (%)
85.1 85.1 85.1 83.8 85.4 84.6
85.1 85.1 85.1 85.1 84.9 85.0
10 minutos 85.0 85.1 85.0 85.0 84.9 85.0
85.0 85.1 85.0 84.5 85.3 84.9
85.1 85.1 85.1 83.8 84.1 84.0
85.1 85.1 85.1 86.9 86.9 86.9
85.1 85.1 85.1 86.9 86.8 86.9
15 minutos 85.0 85.1 85.0 86.8 86.8 86.8
85.0 85.1 85.0 84.9 84.8 84.9
85.1 85.1 85.1 84.9 84.8 84.9
85.1 85.1 85.1 85.2 85.3 85.3
85.1 85.1 85.1 85.2 85.2 85.2
20 minutos 85.0 85.1 85.0 85.4 85.2 85.3
85.0 85.1 85.0 85.2 85.2 85.2
85.1 85.1 85.1 85.6 85.8 85.7
Cuadro 25: Resultados de Lisina después del procesamiento térmico:
Antes Después
Lectura Resultado Lisina Lectura Resultado Lisina
A B A B A B A B
10 0.18 0.18 0.30 0.13 | 24357 | 0.158 | 0.185 | 0.2549 | 0.1383 | 1.7132
minutos | 0.24 0.22 0.41 0.17 | 34891 | 0.242 | 0.164 | 0.4116 | 0.1205 | 4.2764
0.25 0.22 0.43 0.17 | 3.8533 | 0.203 | 0.175 | 0.3388 | 0.1298 | 3.0708
0.19 0.17 0.31 0.13 | 2.7389 | 0.198 | 0.173 | 0.3295 | 0.1281 | 2.9585
0.21 0.21 0.35 0.15 | 2.8233 | 0.198 | 0.179 | 0.3295 | 0.1332 | 2.8841
15 0.18 0.18 0.30 0.13 | 24357 | 0.193 | 0.186 | 0.3202 | 0.1391 | 2.6601
minutos | 0.24 0.22 0.41 0.17 | 3.4891 | 0.212 | 0.157 | 0.3556 | 0.1146 | 3.5409
0.25 0.22 0.43 0.17 | 3.8533 | 0.209 | 0.188 | 0.3500 | 0.1408 | 3.0739
0.19 0.17 0.31 0.13 | 2.7389 | 0.247 | 0.223 | 0.4209 | 0.1704 | 3.6810
0.21 0.21 0.35 0.17 | 2.8233 | 0.219 | 0.188 | 0.3987 | 0.1408 | 3.3480
20 0.18 0.18 0.30 0.13 | 24357 | 0.252 | 0.217 | 0.4302 | 0.1652 | 3.8926
minutos | 0.24 0.22 0.41 0.17 | 3.4891 | 0.248 | 0.198 | 0.4228 | 0.0372 | 5.6698
0.25 0.22 0.43 0.17 | 3.8533 | 0.250 | 0.246 | 0.4265 | 0.1898 | 3.4722
0.19 0.17 0.31 0.13 | 2.7389 | 0.209 | 0.167 | 0.4023 | 0.0381 | 3.3324
0.21 0.21 0.35 0.16 | 2.8233 | 0.237 | 0.202 | 0.4265 | 0.1898 | 3.0254
Cuadro 26: Resultados de la vitamina C después del procesamiento térmico
Antes Después
Tiempo de | Muestra | Muestra mL de Vitamina | Muestra | Muestra mL de Vitamina
procesamiento A B diclorofenol C A B diclorofenol Cc
indofenol indofenol
10 minutos 6.2 6.1 6.2 100,36 4.7 4.6 4.7 74,95




6.1 5.9 6.0 96,98 4.7 4.6 4.7 74,95
6.4 6.2 6.3 102,05 4.7 4.4 4.5 71,57
6.3 6.5 6.4 103,75 4.4 4.5 4.5 71,57
6.3 6.0 6.2 100,36 4.8 4.7 4.8 76,65
6.2 6.1 6.2 100,36 4.6 4.6 4.6 73,26
6.1 5.9 6.0 96,98 4.6 4.5 4.6 73,26
15 minutos 6.4 6.2 6.3 102,05 4.8 5.1 5.0 80,03
6.3 6.5 6.4 103,75 4.8 4.5 4.7 74,95
6.3 6.0 6.2 100,36 4.7 4.4 4.6 73,26
6.2 6.1 6.2 100,36 5.5 5.0 5.3 85,12
6.1 5.9 6.0 96,98 5.1 6.0 5.6 90,2
20 minutos 6.4 6.2 6.3 102,05 54 5.6 55 88,5
6.3 6.5 6.4 103,75 4.8 5.0 4.9 78,34
6.3 6.0 6.2 100,36 5.0 5.0 5.0 80,03




