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Resumen

La leche humana aporta diversos nutrientes que favorecen el crecimiento de los lactantes y los
protegen contra enfermedades. Sin embargo, la pérdida de estos nutrientes puede causar
importantes problemas de salud. Asimismo, la composicidn quimica de la leche humana varia a
lo largo del tiempo de acuerdo con los requerimientos energéticos y nutricionales del lactante,
siendo el volumen de produccion variable entre madres. En este sentido, los bancos de leche
humana tienen como objetivo apoyar la lactancia materna de los recién nacidos, cuyas madres
no cuentan con suficiente leche para su adecuada nutricidon. Pero ésta debe ser previamente
pasteurizada para asegurar la inactivacion de agentes microbianos. En este sentido, el protocolo
mas utilizado para tratar la leche humana donada es la pasteurizacion Holder, proceso que
consiste en calentar la muestra a 62,5 °C durante 30 min. Este proceso puede provocar la pérdida
de nutrientes sensibles al calor y a las condiciones ambientales. En este contexto, en el marco de
esta tesis se planteo la evaluacidn de los niveles y de las potenciales pérdidas de oligoelementos
y vitaminas en leche humana donada (obtenida del Banco de Leche Humana del Centro
Hospitalario Pereira Rossell), debido al proceso térmico de pasteurizacién, en un grupo de
analitos de gran implicancia en la nutricidn y salud de los lactantes: arsénico, cobre, hierro, iodo,
plomo, selenio, zinc, retinol, a-tocoferol, B-caroteno, acido félico, acido ascérbico y cobalamina.
Con este fin se buscd desarrollar métodos analiticos que fueran eficientes para la extraccion
cuantitativa de los analitos, aplicando, en lo posible, procedimientos multianalito y alineados con
la Quimica Analitica Verde.

Con el objetivo de evaluar los niveles y las pérdidas de vitaminas luego de la pasteurizacion, se
optimizaron tres métodos de extraccidn y las condiciones cromatograficas necesarias. Para la
determinacion simultanea de retinol, a-tocoferol y B-caroteno se empled un procedimiento de
saponificacidon, mientras que el acido félico y el acido ascdrbico se extrajeron mediante
extracciones simples con disolvente, seguido del analisis mediante cromatografia liquida de alta
presién con deteccién de arreglo de diodos. Las concentraciones en muestras de leche humana
donada cruda fueron: 1,5 + 0,2/0,38 + 0,08 (retinol), 12,8 + 2,5/2,9 + 0,7 (a-tocoferol), 0,58 +
0,08/0,067 + 0,009 (B-caroteno), 1,05 +0,20/20,3 + 4,7 (acido fdlico), 55,4 + 4,1 /36,1 £ 5,9 (acido
ascorbico), 0,0018 + 0,0004/0,00039 + 0,00008+ (cobalamina) (calostro/madura, mg L1). Se



observaron pérdidas estadisticamente significativas (p < 0,05) luego de la pasteurizacién para
todos los compuestos estudiados, que oscilaron entre 6,4 % y 14,2 %. Las pérdidas de vitaminas
liposolubles fueron mayores en el calostro, probablemente debido a las menores
concentraciones de grasa en esta etapa, mientras que se observé la tendencia opuesta para las
vitaminas hidrosolubles. El 4cido ascdrbico fue el compuesto mds afectado, con pérdidas de 14,2
%. Las concentraciones de los analitos fueron mayores en el calostro respecto a la leche madura,
a excepcion del acido félico, tal como se reporta en la literatura.

En cuanto a las determinaciones elementales, se optimizd6 un método de extraccién
multielemento basado en una extraccion asistida por microondas, seguido del andlisis mediante
diferentes técnicas de espectrometria atdmica. En el caso del iodo, se realizé una extraccién acida
por via abierta y el posterior analisis mediante el método espectrofotométrico de referencia. Las
concentraciones en muestras de leche humana donada cruda fueron: 0,0042 + 0,0004/0,0036 *
0,0004 (arsénico), 0,45 + 0,12/0,40 + 0,10 (cobre), 2,5 + 0,2/1,9 + 0,8 (hierro), 0,1962 *
0,005/0,1543 + 0,0117 (iodo), 0,0030 + 0,0007/0,0020 + 0,0002 (plomo), 0,0164 + 0,0017/0,0132
+ 0,0016 (selenio), y 6,2 + 1,1/4,5 *+ 0,9 (zinc) (calostro/madura, mg L). Los niveles de los
oligoelementos fueron acordes a los reportados en la literatura para leche humana. Asimismo,
los niveles de arsénico y plomo fueron acordes con los valores reportados a nivel internacional
para madres no expuestas, garantizando la inocuidad del alimento frente a estos contaminantes.
Estos datos son de gran relevancia pues constituyen los primeros reportes en leche de madres
uruguayas. Asimismo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)
entre los niveles antes y después de la pasteurizacidén, salvo para el selenio, observandose
pérdidas del 10,8 % para el calostro.

Paralelamente, se evalud la variacién intradia e intrames en los niveles de los oligoelementos en
estudio, la cual mostré cambios estadisticamente significativos (p < 0,05) en los niveles de cobre,
hierro y zinc intradia, siendo la concentracién de hierro un 44 % mayor en la mafiana. Asimismo,
se observaron descensos estadisticamente significativos en los niveles de todos los
oligoelementos estudiados a lo largo de un mes. Adicionalmente, con el fin de evaluar la
incidencia de la dieta materna, se compararon los niveles de oligoelementos entre un grupo de

madres veganas y un grupo de madres omnivoras. Los resultados mostraron diferencias



significativas (p < 0,05) entre ambos grupos para todos los oligoelementos estudiados, siendo
estos menores en la leche de madres veganas. Sin embargo, el mismo estudio aplicado a las
vitaminas, demostré que los niveles de éstas eran estadisticamente equivalentes entre ambos
grupos. Finalmente, se estudiaron potenciales correlaciones entre oligoelementos y vitaminas,
observandose algunas correlaciones estadisticamente significativas, destacandose la correlacion
negativa selenio/zincy varias correlaciones positivas como cobre/selenio, hierro/acido ascorbico,
selenio/a-tocoferol, retinol/a-tocoferol y acido ascérbico/acido fdlico, entre otras.

En suma, los resultados de este trabajo de tesis aportaron informacién novedosa respecto a la
composicion de la leche humana de madres uruguayas, que no estaba disponible hasta el
momento en nuestro pais. Cabe destacar que en todos los casos los niveles de los nutrientes
estudiados resultaron aptos para cubrir las necesidades de los lactantes segun las guias
internacionales. Asimismo, la informacidn obtenida constituye una actualizaciéon sobre cémo la
pasteurizacion Holder puede afectar la composicion de la leche humana donada a los bancos,
principalmente los niveles de ciertos nutrientes esenciales. Esto podria impulsar el desarrollo de
otras tecnologias de tratamiento microbioldogico, con el fin de obtener un mejor

aprovechamiento de este alimento de altisimo valor nutricional para los lactantes.



Abstract

Human milk provides various nutrients that support infant growth and protect them from several
diseases. However, the loss of these nutrients can cause significant health problems.
Furthermore, the chemical composition of human milk varies over time according to the infant's
energy and nutritional requirements, with the volume of production varying between mothers.
In this regard, human milk banks aim to support breastfeeding of newborns, whose mothers do
not have enough milk for their adequate nutrition. However, this milk must be previously
pasteurized to ensure the inactivation of microbial agents. The most commonly used protocol to
treat donated human milk is Holder pasteurization, a process that consists of heating the sample
to 62.5 °C for 30 min. This process can cause the loss of nutrients that are sensitive to heat and
environmental conditions. In this context, within the framework of this thesis, the evaluation of
the levels and potential losses of trace elements and vitamins in donated human milk (obtained
from the Human Milk Bank of the Pereira Rossell Hospital Center) was proposed, due to the
thermal pasteurization process, in a group of analytes of great implication in the nutrition and
health of infants: arsenic, copper, iron, iodine, lead, selenium, zinc, retinol, a-tocopherol, B-
carotene, folic acid, ascorbic acid and cobalamin. For this purpose, it was sought to develop
analytical methods that were efficient for the quantitative extraction of the analytes, applying,

as far as possible, multi-analyte procedures aligned with Green Analytical Chemistry.

In order to evaluate the levels and losses of vitamins after pasteurization, three extraction
methods and the corresponding chromatographic conditions were optimized. For the
simultaneous determination of retinol, a-tocopherol and B-carotene a saponification procedure
was employed, whereas folic acid and ascorbic acid were extracted by simple solvent extractions,
followed by analysis by high-pressure liquid chromatography with diode array detection.
Concentrations in raw donated human milk samples were: 1.5 + 0.2/0.38 + 0.08 (retinol), 12.8 +
2.5/2.9 £ 0.7 (a-tocopherol), 0.58 + 0.08/0.067 + 0.009 (B-carotene), 1.05 + 0.20/20.3 * 4.7 (folic
acid), 55.4 + 4.1/36.1 + 5.9 (ascorbic acid), 0.0018 * 0.0004/0.00039 + 0.00008% (cobalamin)
(colostrum/mature, mg L?1). Statistically significant losses (p < 0.05) were observed after
pasteurization for all compounds studied, ranging from 6.4 to 14.2 %. Losses of fat-soluble

vitamins were higher in colostrum, probably due to lower fat concentrations at this stage, while
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the opposite trend was observed for water-soluble vitamins. Ascorbic acid was the most affected
compound, with losses of 14.2 %. Concentrations of the analytes were higher in colostrum

compared to mature milk, except for folic acid, as reported in the literature.

Regarding elemental determinations, a multi-element extraction method based on microwave-
assisted extraction was optimized, followed by analysis using different atomic spectrometry
techniques. In the case of iodine, open acid extraction was performed and subsequent analysis
using the reference spectrophotometric method. Concentrations in raw donated human milk
samples were: 0.0042 + 0.0004/0.0036 + 0.0004 (arsenic), 0.45 +0.12/0.40 + 0.10 (copper), 2.5 +
0.2/1.9 + 0.8 (iron), 0.1962 + 0.005/0.1543 + 0.0117 (iodine), 0.0030 + 0.0007/0.0020 + 0.0002
(lead), 0.0164 + 0.0017/0.0132 + 0.0016 (selenium), and 6.2 + 1.1/4.5 + 0.8 (iron). 0.9 (zinc)
(colostrum/mature, mg L-1). The levels of trace elements were in accordance with those reported
in the literature for human milk. Likewise, the levels of arsenic and lead were in accordance with
the values reported internationally for non-exposed mothers, guaranteeing the safety of the food
against these contaminants. These data are of great relevance since they constitute the first
reports on milk from Uruguayan mothers. Likewise, no statistically significant differences were
found (p < 0.05) between the levels before and after pasteurization, except for selenium, with

losses of 10.8 % observed for colostrum.

In parallel, the intraday and intramonth variation in the levels of the trace elements under study
was evaluated, which showed statistically significant changes (p < 0.05) in the intraday levels of
copper, iron and zinc, with the iron concentration being 44 % higher in the morning. Likewise,
statistically significant decreases were observed in the levels of all trace elements studied over a
month. Additionally, in order to evaluate the impact of maternal diet, trace element levels were
compared between a group of vegan mothers and a group of omnivorous mothers. The results
showed significant differences (p < 0.05) between both groups for all trace elements studied,
with these being lower in the milk of vegan mothers. However, the same study applied to
vitamins showed that the levels of these compounds were statistically equivalent between both
groups. Finally, potential correlations between trace elements and vitamins were studied,
observing some statistically significant correlations, highlighting the negative correlation

selenium/zinc and several positive correlations such as copper/selenium, iron/ascorbic acid,
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selenium/a-tocopherol, retinol/a-tocopherol and ascorbic acid/folic acid, among others. In
summary, the results of this thesis provided new information regarding the composition of
human milk from Uruguayan mothers, which was not available in our country until now. It should
be noted that in all cases the levels of the nutrients studied were suitable to cover the needs of
infants according to international guidelines. Likewise, the information obtained constitutes an
update on how Holder pasteurization can affect the composition of human milk donated to
banks, mainly the levels of certain essential nutrients. This could encourage the development of
other microbiological treatment technologies, in order to obtain a better use of this food of high

nutritional value for infants.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION



1 INTRODUCCION

1.1 Laleche materna humana

La leche humana es desde el punto de vista nutricional el alimento mads valioso que puede
ofrecerse a los recién nacidos. Por este motivo, la lactancia materna ha sido y contintda siendo
hoy en dia altamente promocionada a nivel nacional e internacional por diversas
organizaciones: Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (OMS, 2018), Fondo de las Naciones
Unidas para la Infancia (UNICEF), Convencién sobre los Derechos del Nifio (ONU, 1990),
Declaracion de Innocenti (OMS/UNICEF, 1990), Iniciativa Hospital Amigo del Nifio
(OMS/UNICEF, 1991). La OMS, declara que la lactancia materna es un habito ligado
intimamente a la supervivencia de la especie humana desde tiempos inmemoriales, y que como
mamifero que es, la cria humana necesita de la leche de su madre para su supervivencia (Borre

etal., 2014).

La alimentacién exclusiva con leche humana desde el nacimiento hasta los seis meses de
vida y posteriormente acompafada por alimentos complementarios hasta aproximadamente
los dos aiios, es considerada la alimentacion mas simple y adecuada que puede recibir un nifio,
ya que cuenta con todos los nutrientes necesarios para su correcto desarrollo. Asimismo, la
leche materna se ha recomendado como la principal fuente de alimento para el lactante
durante al menos los primeros seis meses de vida, por su calidad y economia. Su elecciéon se
basa en el aporte de nutrientes esenciales al lactante, asi como al suministro de diversos
compuestos de accién beneficiosa que mejoran su crecimiento y le protegen frente a
enfermedades propias de la etapa neonatal y posterior (Martinez-Rojano, 2017). La leche
materna es un alimento altamente complejo, y aun cuando fuese factible imitar artificial o
biotecnoldgicamente todos sus componentes, no se podria lograr que la interaccion entre ellos
fuese igual que la natural, de modo que tampoco se podrian conseguir los mismos efectos sobre
el organismo (Macias et al., 2006). Previene al lactante de posibles enfermedades como diarrea
e infecciones respiratorias, y también ayuda a prevenir otras que pueden aparecer a largo plazo,
tales como ciertos tipos de cancer, asma, trastornos gastrointestinales, obesidad y diabetes
infantil. De acuerdo con Gonzdlez (2006), también puede prevenir al lactante de padecer

leucemia, meningitis y muerte subita. En particular, en el caso de los bebés prematuros, se han
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encontrado muchos beneficios relacionados con el consumo de leche humana que ayudan a
reducir significativamente el riesgo de padecer trastornos digestivos, enterocolitis necrosante,

sepsis de inicio tardio, displasia broncopulmonar y retinopatia del prematuro (Picaud, 2017).

1.2 Anatomia de la mama y secrecion de la leche humana

El ciclo de lactancia conlleva el crecimiento de la mama (mamogénesis), el inicio de la
sintesis y secrecidn de leche (lactogénesis 1y lactogénesis 2), el establecimiento de la lactancia
(galactopoyesis) y la regresion de la mama durante y después del destete (involucion) (Paintal,

2011). La Figura 1 presenta diferentes etapas en el ciclo de lactancia.

e

S

o

@]
Ciclos © Embarazo & Lactancia
estrales t ! 1
------- I Desarrollo fetal Desarrollo neonatal | =
_______ Mamogeénesi —
SHIEEETER _~\_Galactopoyesis

Lactogénesis

Figura 1. Ciclo de lactacidn. Extraido de: Paintal, 2011.

La mamogénesis es la etapa en la que la glandula mamaria desarrolla su capacidad
histoldgica y bioquimica para sintetizar leche. Esta etapa se caracteriza por un aumento en el
numero y tamanio de los alvéolos, donde se secreta y almacena la leche (Paintal, 2011). Por otra
parte, la lactogénesis es la etapa en la que el cuerpo produce leche para el bebé. En los seres
humanos, la lactogénesis comienza unas cuarenta horas antes del nacimiento del bebé y se
completa en gran medida en cinco dias. Durante esta etapa, se produce una serie rapida y
profunda de cambios en la actividad de las células epiteliales mamarias diferenciadas desde un
estado quiescente a un estado secretor completamente activo. La lactogénesis consta de dos
etapas consecutivas. La lactogénesis 1 ocurre a mediados del embarazo, cuando la glandula
mamaria se vuelve competente para secretar leche. La secrecion de leche, sin embargo, esta
controlada por los altos niveles circulantes de progesterona y estrogeno (Norman & Henry,
2015). La lactogénesis 2 ocurre alrededor del momento del parto y se define como el inicio de
una secrecion abundante de leche. Los cambios hormonales durante el parto y la posterior
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eliminacion de la placenta actian como un desencadenante lactogénico necesario para el inicio
de la secrecion de leche. Para la sintesis y secrecién continua de la leche humana, las sefiales
hormonales recibidas por la glandula mamaria (debido a la estimulacién del pezén y la areola)
y transmitidas al sistema nervioso central son esenciales para inducir la secrecién de leche. En
la Figura 2 se muestra la anatomia de la mama humana, la cual estd compuesta por tejido
glandular, graso y conectivo. Las glandulas mamarias estan formadas por Iébulos vy
conductos lactiferos, que producen y transportan la leche hacia el pezén durante la
lactancia. El tejido adiposo rodea las glandulas y le da forma y tamafio a la mama, mientras
que el tejido conectivo proporciona soporte estructural. La leche se secreta de forma
continua en los alvéolos y se almacena hasta que el reflejo de bajada induce la eyeccién de la
leche, donde sale a través de conductos hacia pequenos senos cerca de la areola y luego se abre
directamente en el pezén (Paintal, 2011). Por lo tanto, la colocacién de la boca del bebé durante
la lactancia es importante para que estos senos lactiferos no se bloqueen y aseguren la libre
secrecion de leche. Por lo tanto, la anatomia de la lactancia se compone de los alvéolos
(pequenas estructuras en forma de saco donde se produce la leche), células mioepiteliales
(rodean los alvéolos y se contraen bajo la influencia de la oxitocina para expulsar la leche),
conductos lactiferos (canales que transportan la leche desde los alvéolos hasta el pezdn), pezén
y areola (facilitan la succién y la transferencia de leche al bebé.) Las sensaciones tactiles
(creadas por la succién del bebé) crean impulsos que ascienden por la médula espinal, creando
una via neuronal entre el hipotdlamo y la glandula pituitaria que libera oxitocina, lo que resulta
en la expulsion de la leche almacenada de los alvéolos hacia los senos lactiferos a través del
poro del pezén. Una vez que ha comenzado la secrecién de leche, la succién por parte del recién
nacido influye en el funcionamiento posterior de la mama, que estd controlado conjuntamente
por los sistemas nervioso/endocrino mediante la liberacidon de hormonas apropiadas, asi como

la transferencia de impulsos nerviosos (Paintal, 2011).
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Figura 2. Anatomia de la mama humana. Extraido de: Stanford Medicine Children’s Health, 2024.

1.3 Nutrientes de la leche humana materna

La leche humana se compone principalmente de agua, grasas, proteinas, lactosa vy
cenizas. El agua es un componente importante y constituye alrededor del 87 % del total. La
grasa representa aproximadamente el 3,8 % y proporciona el 50 % de la energia bruta de la
leche. El contenido de proteinas es de aproximadamente 1,0 %, proviniendo aproximadamente
el 70 % de las proteinas del suero. Asimismo, contiene un 7 % de lactosa, el nivel mas alto de
contenido de lactosa en la leche de mamiferos, proporcionando aproximadamente el 40 % de
la energia total del alimento. Por otra parte, el contenido de cenizas en la leche humana es 0,2
%, siendo este relativamente bajo en comparacidn con los valores de 0,7 % encontrados en la
leche bovina (Guo, 2014). Los componentes principales se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Componentes principales de la leche humana.

Componentes principales (%) Leche humana
Proteina 1,0
Caseinas 0,3
Proteinas de suero 0,7
Grasa 3,8
Lactosa 7,0
Sélidos totales 12,4
Cenizas 0,2
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Las vitaminas presentes en la leche humana cubren todas las necesidades del lactante,
pero su cantidad es variable, hecho que depende del estado nutricional materno y del aporte
de vitaminas que pueda haber recibido la madre durante el embarazo. Es decir, que existe una
estrecha relacién entre la alimentacion y los depdsitos de la madre, con la concentracién de
vitaminas en su leche (Martinez-Rojano, 2017). A su vez, las vitaminas varian ampliamente en
estructura quimica, actividad biolégica y propiedades fisicoquimicas. Debido a esta gran
heterogeneidad, suelen clasificarse en base a sus caracteristicas de solubilidad, en vitaminas
liposolubles (A, D, E, K) y vitaminas hidrosolubles (B y C) (Ball, 2006).

La vitamina A y sus derivados son importantes en muchas funciones del organismo,
incluidos el desarrollo y mantenimiento de la diferenciacion normal de las células epiteliales, la
respuesta inmunitaria, la hematopoyesis, el crecimiento y desarrollo osteomuscular, la
fertilidad y la funcidn normal de los fotorreceptores retinales. En la leche humana, la vitamina
A se presenta en varias formas, principalmente como retinol, ésteres de retinilo, acido retinoico
y carotenoides. El B-caroteno, que representa el 25 % del total de carotenoides, es conocido
como precursor de la sintesis de vitamina A, por lo cual también se le conoce como provitamina
A. Asimismo, se sabe que el B-caroteno posee propiedades inmunoprotectoras y antioxidantes
(Qiao et al.,, 2022). Tanto las madres en periodo de lactancia, como los lactantes, son
considerados grupos de riesgo para la deficiencia de vitamina A, especialmente en paises en
vias de desarrollo, donde esto representa un problema de salud publica. Ademas, si el nivel de
vitamina A en las madres es bajo, los nifios son susceptibles de sufrir deficiencia subclinica a los
6 meses de vida, aun en los casos de lactantes alimentados con leche materna. En el caso
particular de la vitamina A, varios factores modulan su secrecién en la leche humana, como la
edad materna, el nimero de partos, la duracién del embarazo, la ingesta de alimentos vy el
estado nutricional de la madre. Dado que la vitamina A se encuentra en la fraccion lipidica de
la leche como éster de retinilo, otro factor que influye en su concentracién es el contenido de
grasa, que varia con el grado de llenado y con el momento del dia en el que se vacia el pecho
(Matamoros et al., 2014).

La vitamina E tiene ocho formas biolégicamente activas: cuatro tocoferoles (cadena
lateral de isoprenoide saturada) y cuatro tocotrienoles (cadena lateral de isoprenoide
insaturada), distribuidos como a-, B-, y- y 6- segin el nimero y la posicién de grupos metilo en

el anillo cromanol. De estos, el a-tocoferol es el compuesto mds importante y biolégicamente
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activo (Gentili & Caretti, 2013). La vitamina E es un antioxidante natural que protege contra la
peroxidacién de acidos grasos poliinsaturados en las membranas celulares. El transporte de
vitamina E a través de la placenta es limitado y, por lo tanto, los tejidos neonatales poseen bajos
niveles. La deficiencia de vitamina E en recién nacidos puede provocar anemia hemolitica. El
contenido de vitamina E de la leche humana es adecuado para un bebé a término, sin embargo,
puede no ser suficiente para los bebés prematuros que tienen niveles mdas bajos de esta
vitamina al nacer (Guo, 2014). El contenido de vitamina E de la leche humana depende de
muchos factores, incluyendo la variacién individual y la etapa de lactancia. En poblaciones con
niveles bajos de vitamina E, se ha observado un contenido adecuado en la leche humana, lo
cual sugiere que las reservas maternas pueden movilizarse durante la lactancia para asegurar
un suministro adecuado en la leche (Guo, 2014).

El complejo de vitaminas B ha sido muy estudiado, ya que desempeiia un papel muy
importante para el mantenimiento de una buena salud y prevencion de diversas enfermedades.
La vitamina Bs (acido fdlico), asi como también otras vitaminas que estan relacionadas
metabdlicamente con ésta, como las vitaminas Bg (piridoxina) y Bi2 (cobalamina), se han
vinculado a la proteccidn contra ciertos tipos de cancer y a las reducciones en la concentracién
de homocisteina en sangre (Steluti et al., 2011). La deficiencia y agotamiento de vitamina Bi;
prevalece cuando la ingesta de alimentos de origen animal es baja, porque estos alimentos
contienen casi toda la vitamina Bi, necesaria para el ser humano, excepto para el caso de
alimentos enriquecidos. Claramente, el riesgo de deficiencia no se limita estrictamente a dietas
vegetarianas, pero la ingesta por parte de madres lacto-ovo vegetarianas es sustancialmente
mas baja que la de las madres omnivoras. Se cree que el periodo neonatal es un periodo de
especial vulnerabilidad a la deficiencia de vitamina B1,. El estado materno antes y durante el
embarazo esta fuertemente asociado con las concentraciones de vitamina Bi2 y homocisteina
total en sangre de corddn umbilical (Allen, 2012). La grave deficiencia materna, causada por el
vegetarianismo o anemia perniciosa no diagnosticada, resulta en sintomas clinicos de
deficiencia a los pocos meses de dar a luz al bebé. Se sabe que los sintomas en los nifios
aparecen alrededor del cuarto mes de vida, e incluyen retraso severo en el crecimiento
(longitud, peso y circunferencia de la cabeza), atrofia cerebral y en una gran cantidad de
musculos, y otros problemas de desarrollo, algunos de los cuales no son revertidos por

tratamiento en muchos de los casos. Estas deficiencias fueron encontradas en nifios
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amamantados exclusivamente con leche materna, lo que sugiere que la baja concentracién de
vitamina B2 de la leche materna fue un factor contribuyente (Picciano, 2001).

La Vitamina C se presenta en la naturaleza como vitameros, los dos principales son el
acido L-ascorbico y el acido L-deshidroascérbico, siendo el primero la forma mas comun y
bioldgicamente activa de la vitamina C (Gentili & Caretti, 2013). Las principales funciones del
acido ascoérbico se relacionan con su poder antioxidante y reductor, su participacion como
cofactor en reacciones enzimaticas que intervienen en la sintesis de coldgeno y el desarrollo
normal de cartilagos y huesos, asi como su rol en el metabolismo de las proteinas. Ademas,
estimula la absorcion de hierro y acttia en el metabolismo de los depdsitos de este elemento.
La leche humana normalmente es rica en vitamina C y su concentracion media es mayor que la

de vaca (Guo, 2014).
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Figura 3. Estructuras quimicas de los compuestos analizados en esta tesis.

Los oligoelementos actian como elementos estructurales del esqueleto y otros
drganos, transportadores de sustancias en el organismo, activadores o facilitadores de
reacciones metabdlicas, elementos constituyentes de moléculas con funciones esenciales y
cofactores en sistemas enzimaticos (Hernan et al., 1997). La determinacion del contenido de

diferentes oligoelementos en dérganos, tejidos y fluidos biolégicos como la leche materna,
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permite disponer de indicadores bioquimicos para la evaluacién del estado nutricional tanto en
individuos normales y en varios estados patoldgicos (Treche et al, 1996). En particular son de
gran interés los elementos cobre, hierro y zinc, entre otros, debido a los procesos metabélicos
cruciales en los que participan (Mahan et al., 1998).

La concentracidn de oligoelementos esta adaptada a los requerimientos nutricionales y
a la capacidad metabdlica del lactante. En comparacién con las férmulas infantiles, la leche
materna presenta alta biodisponibilidad de oligoelementos, en especial de cobre, hierro y zinc.
Los oligoelementos se encuentran presentes principalmente ligados a las proteinas del suero,
al citrato o a la membrana proteica del glébulo de grasa, a diferencia de la leche bovina, donde
la caseina presenta la mayor proporcidon de oligoelementos. Estas particularidades serian las
principales causas de la mejor absorcion de estos nutrientes.

El cobre es necesario para la utilizacién del hierro debido a que juega un papel clave en
varios procesos metabdlicos relacionados con el transporte y el almacenamiento de este
elemento. La proteina ceruloplasmina, dependiente de cobre, es critica para la movilizacién de
hierro desde los depésitos de almacenamiento en el higado y otros tejidos hacia el torrente
sanguineo. Asimismo, el cobre facilita la absorcién intestinal de hierro, influyendo en la
actividad de proteinas transportadoras que regulan su paso desde el intestino (Guo, 2014).
También es un cofactor de las enzimas implicadas en el metabolismo de glucosa, asi como en la
sintesis de hemoglobina, fosfolipidos y tejido conectivo. La deficiencia de cobre es rara excepto
en condiciones de desnutricidn severa. La leche materna madura contiene una concentracién
media de cobre de 0,2 mg L%, no existiendo una correlacidn significativa con la ingesta dietética
de cobre de la madre. Este elemento se encuentra unido a la albumina sérica y al citrato.
También se ha encontrado en la membrana del glébulo graso, aungque aln no se ha identificado
el ligando exacto (Guo, 2014).

El hierro es un nutriente esencial para el 6ptimo desarrollo mental, motor y conductual,
que se encuentra presente en todas las células corporales y resulta fundamental para procesos
fisiolégicos como la produccién de hemoglobina y la funcién enzimatica (Puente Perpiian et al.,
2014). Generalmente, la deficiencia ferropénica se produce cuando el hierro ingerido a través
de la dieta no basta para cubrir las necesidades organicas de este nutriente y, en consecuencia,
se carece de reservas en los depdsitos corporales. Debido a que las demandas de este elemento

se incrementan durante los periodos de rapido crecimiento o frecuentes pérdidas de sangre
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(por ejemplo, durante la menstruacion o el sangrado intestinal), tanto los lactantes, como los
nifos, las embarazadas y las mujeres en edad reproductiva, presentan un alto riesgo de padecer
déficit (Puente Perpifian et al., 2014). Algunos autores atribuyen la extraordinaria
biodisponibilidad del hierro en la leche materna a la elevada cantidad de lactoferrina presente
en ella. Otros mencionan una conjuncion de factores, como la baja concentracion de proteinas,
calcio y fésforo (potenciales inhibidores de la absorcidon) y las elevadas concentraciones de
lactosa y ascorbatos (potenciadores) (Macias et al., 2006).

El zinc es un oligoelemento de gran importancia para el desarrollo humano tanto
prenatal como postnatal. Sus funciones mas reconocidas en relaciéon con el crecimiento y el
desarrollo se relacionan con la sintesis de ARN y ADN, criticos para el crecimiento celular, la
diferenciacién y el metabolismo (Castillo-Duran et al., 2001). La deficiencia de este elemento
puede producir disminucién en el tamafio del timo y del bazo. A su vez es muy importante en
el desarrollo cognoscitivo y para el funcionamiento del sistema nervioso central. Se sabe que
posee acciones bioquimicas cataliticas y reguladoras en mas de 200 enzimas y esta contenido
en muchas metaloenzimas que son las que participan en la mayoria de las vias metabdlicas en
la produccion de proteinas, carbohidratos y grasas, es decir, que se encuentra involucrado
practicamente en todas las funciones del organismo. Los pacientes que estan en riesgo de
presentar deficiencias de zinc son los recién nacidos con bajo peso, bien sean prematuros,
desnutridos in Utero o hijos de madres desnutridas, en los cuales sus depdsitos estan reducidos
(Rivera Echeverry, 2012).

El yodo es un elemento esencial para la produccién de hormonas tiroideas,
triyodotironina (T3) y tiroxina (T4). Estas hormonas tienen un papel muy importante en el
crecimiento y desarrollo temprano de la mayoria de los érganos, en particular del cerebro
durante las etapas embrionaria, fetal y postnatal (Zoeller & Rovet, 2004). La deficiencia de yodo
ocasiona una serie de trastornos, entre los que destacan bocio endémico, hipotiroidismo,
cretinismo y anomalias congénitas. Una adecuada ingesta de este elemento es particularmente
importante para los niflos que reciben lactancia materna exclusiva, ya que en ellos la leche
materna es su Unica fuente. La carencia de yodo durante el embarazo y el postparto conduce a
déficits neuroldgicos en los nifios, y es la principal causa de retardo mental prevenible en el

mundo. Los requerimientos maternos de yodo durante el periodo de lactancia se incrementan

25



para lograr un adecuado aporte tanto a la madre, como al nifio lactante en desarrollo a través
de la leche materna (Caballero, 2017).

El selenio es un componente importante de la enzima glutatién peroxidasa, que trabaja
con la vitamina E, la enzima catalasa y la enzima superéxido dismutasa como antioxidante,
protegiendo las células contra el dafio oxidativo (Guo, 2014). La leche materna es la Unica fuente
de este elemento para los lactantes. Este es un elemento esencial para el correcto
funcionamiento de una serie de mecanismos de defensa, por lo cual es muy importante que los
infantes cuenten con los niveles necesarios para mantener su salud. La concentracién de selenio
en la leche humana varia de 2 a 50 ng mL™ dependiendo de variaciones geograficas y diferencias
en la ingesta dietética, asi como también de la etapa de lactancia (Mazej et al., 2004).

Cabe destacar que los elementos esenciales yodo y selenio se encuentran entre los que son
dependientes de la dieta materna, mientras que elementos como cobre, hierro y zinc no se
verian afectados por ésta. Sin embargo, se ha observado que las concentraciones lacteas de

cobre, hierro y zinc podrian variar segun el area geografica (Macias et al., 2006).

1.4 Elementos potencialmente tdoxicos en la leche humana

La leche materna no sélo proporciona diversos compuestos con funcion nutricional y
bioactiva, también pude transmitir xenobidticos que se acumularon en el tejido de la mama
materna como plomo y arsénico (Hennet y Borsig, 2016).

El plomo es un elemento muy tdxico para el ser humano. Estudios realizados en poblaciones
infantiles han demostrado que produce dafio aun a bajas concentraciones en sangre debido a
ciertas condiciones especiales, como ser menor masa corporal, sistema nervioso en desarrollo,
mayor tasa de absorcidén intestinal y menor tasa de eliminacién. El Pb cruza la barrera
placentaria y se acumula en los tejidos fetales durante la gestacién (Mc Michael et al., 1986). El
sistema nervioso es el principal tejido danado, incluso a concentraciones bajas, encontrando los
mayores niveles de plomo principalmente en la sustancia gris y los nucleos basales. La
neurotoxicidad que produce la intoxicacién plumbica crénica conlleva a severos trastornos de
las funciones cognitivas, que se expresan en problemas de aprendizaje y conducta, y problemas

neuroldgicos como cefalea, disminucion de la agudeza visual, alteraciones del lenguaje y retraso
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mental (Goodman et al., 1998). El plomo se absorbe principalmente en el intestino, viéndose
incrementada su absorcion en presencia de hierro y zinc. Existen pocos estudios que traten los
factores dietéticos que regulan el metabolismo de este elemento, aunque se sabe que el calcio
influye sobre la retencién y absorcién de plomo en los huesos. La incorporacién de plomo por
parte de la madre depende no solamente del metal y de su forma quimica, sino también de los
factores ambientales relacionados con el alimento y la nutricion. La contaminacién industrial y
urbana aumentan los niveles ambientales de plomo, afectando en dultima instancia la
concentracién del elemento en leche humana.

El arsénico es un elemento potencialmente toxico para el ser humano, que puede llevar
a un desarrollo deficiente del lactante, provocando problemas cardiacos, diabetes, alteraciones
de la piel y dafios en el sistema nervioso (Girbay et al., 2012). Asimismo, ha sido declarado
carcinégeno humano por la Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer (IARC) de la
OMS, clasificado como Grupo 1 (IARC, 2022). Los lactantes son especialmente vulnerables a los
efectos téxicos del arsénico debido a su rapido desarrollo y mayor absorcidn relativa de
nutrientes y contaminantes. La concentracién de arsénico en la leche materna puede depender
de varios factores como ser la exposicién materna (agua, alimentos, aire), el tipo de dieta
materna y la zona geografica. En este sentido, su monitoreo es primordial para garantizar la

inocuidad de la leche materna como alimento.

1.5 Dinamismo de la leche humana

La leche materna es un fluido complejo y altamente dindmico. Su composicidn varia de
una madre a otra, en el transcurso del dia para una misma madre, e incluso durante una misma
lactada, siendo la fraccidon mas estable la fraccidn proteica y la de mayor variabilidad la fracciéon
de grasa. La composicién de la leche humana se ve afectada por varios factores, incluyendo la
etapa de lactancia (que tiene el mayor efecto sobre las clases individuales de componentes), la
nutricion materna, el medio ambiente, las condiciones de vida y el estado individual de la madre
(Zzhang, 2014). Existen evidencias de que la ingesta de la madre influye en la concentracion de
vitaminas en su leche. Los niveles de oligoelementos esenciales en la leche también pueden
verse afectados por la ingesta y el estado de oligoelementos maternos, aunque otros factores

juegan un papel, incluyendo la edad materna, paridad, area de residencia, ingreso familiar,
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duracion de la gestacidn y peso corporal del bebé. Sin embargo, existen controversias sobre el

impacto de estos factores (Leotsinidis et al., 2005).

Por lo tanto, la composicion de la leche presenta una gran variabilidad interindividual y
evoluciona a lo largo de la lactancia, adaptandose al crecimiento del nifio y su fisiologia. Por
este motivo, la leche se clasifica en: i) calostro (primera semana postparto), ii) leche de
transicién (segunda semana postparto), vy iii) leche madura (posterior a la segunda semana
postparto, hasta el final de la lactancia) (Guo, 2014). Esta clasificacidn se basa en los cambios
en la produccién de leche y el contenido de macronutrientes presentes en ella. En este sentido,
el volumen de leche producida es bajo durante el calostro, pero aumenta rapidamente en la

etapa de transicion para adaptarse a las necesidades del lactante (Guo, 2014).

El calostro se caracteriza por tener color amarillento debido a la alta presencia de B-
carotenos, es de consistencia pegajosa, es espeso debido a su alta densidad y posee un pH
promedio de 7,45 el cual favorece el vaciamiento gdstrico (Guo, 2014). Asimismo, posee mayor
cantidad de proteinas (97 % en forma de inmunoglobulina A-IgA-), vitaminas liposolubles,
lactoferrina, factor de crecimiento, lactobacilos bifidus, sodio y zinc. En menores
concentraciones se encuentran grasas, lactosa y vitaminas hidrosolubles. El calostro le confiere
al recién nacido la condicidn protectora contra infecciones, ya que transfiere inmunidad pasiva
por absorcién intestinal de inmunoglobulinas, altas concentraciones de lisozima y grandes

cantidades de macroéfagos y linfocitos (Lawrence & Lawrence, 2007).

En la leche de transicion progresivamente se elevan las concentraciones de lactosa y
grasas, por aumento de colesterol y fosfolipidos y vitaminas hidrosolubles. Paralelamente,
disminuyen los niveles de proteinas, inmunoglobulinas y vitaminas liposolubles debido a que se
diluyen por el incremento en el volumen de produccién. Su color blanco se debe a la
emulsificacion de grasas y a la presencia de caseinato de calcio (Sala-Vila et al., 2005; Suarez-

Villa et al., 2019).

Por su parte, la leche materna madura es producida a partir de los 15 dias de vida del
lactante. Se trata de una fraccion de muy buena calidad nutricional, que contiene un 88 % de

agua y una osmolaridad semejante a la del plasma, lo cual permite al nifio mantener un perfecto
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equilibrio electrolitico. Asimismo, es rica en macronutrientes destacandose el alto contenido de

carbohidratos (7 % m/v), grasas (3,8 % m/v) y proteinas (0,9 % m/v) (Guo, 2014).

! \

Leche Madura

Se produce los primeros Se produce entre el 6 - 15 Se produce a continuacion
4-6 dias posparto dias posparto de la leche de transicidn

Figura 4. Imagenes de los tres estadios de la leche humana materna. Extraido de: AEP, 2023.

1.6 Los bancos de leche humana

De acuerdo con la reunién conjunta OMS/UNICEF, el mejor alimento para el recién nacido
gue no puede ser alimentado directamente con el pecho de su madre, es la leche extraida de
su propia madre (leche materna) o la extraida de otra madre sana (leche humana). Por ello es
necesaria la existencia de bancos de leche humana (BLH) (Wight, 2001). Asimismo, se promueve
cada vez mas la alimentaciéon con la leche humana donada en los servicios de neonatologia

como un recurso beneficioso para una mayor salud y economia (Underwood, 2013).

Existen circunstancias en las cuales la lactancia esta limitada. De ellas el nacimiento
pretérmino es una de las mads frecuentes; ademas, la restriccién de la lactancia ocurre también
en los neonatos de madres que cursan ciertas infecciones (ej.: Virus de Inmunodeficiencia
Humana - VIH), que estan bajo tratamiento farmacolédgico (ej.: antirretrovirales o
guimioterapicos), o que consumen drogas de abuso (ej.: cocaina o heroina). Los recién nacidos
mas vulnerables son los prematuros severos (nacidos con menos de 28 semanas) que poseen
inmadurez en todos sus érganos y gran riesgo de desarrollar infecciones y enterocolitis
necrotizante, que es una enfermedad inflamatoria grave (Chatterton, 2013). Es frecuente que
las madres de bebés prematuros y hospitalizados tengan una disponibilidad limitada de leche

por diversas circunstancias, en estos casos se recomienda la alimentacién con leche donada por
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otra madre, pero procesada en bancos de leche humana lo cual permite cubrir las necesidades
nutricionales de esos bebés (Almeida & Ddrea, 2006). Estas instituciones tienen como funcién
primaria promover la lactancia y apoyar la extraccion de leche a las madres con hijos
hospitalizados, para que puedan recibir leche fresca. Por otra parte, reciben donaciones de
madres que tienen una sobreproduccion de leche en relacién con las necesidades de su hijo. La
leche es congelada por la madre y transportada a los bancos de leche manteniendo la cadena
de frio, donde es analizada y tratada antes de ser conservada para su posterior liberacién segun
solicitud médica. En la etapa inicial de analisis se evalian las propiedades organolépticas (olor,
color), la acidez y el contenido energético. La acidez de la leche esta determinada por su acidez
natural y la desarrollada como consecuencia del consumo de lactosa por bacterias que generan
acido lactico y otros productos organicos acidos. Por este motivo, la acidez es un indicador de
la calidad de la leche recibida por los BLH, considerandose aceptables valores de hasta 8 °Dornic
(Macetal., 2017). El contenido caldrico de la leche se determina por el método del crematocrito
o mediante equipos automatizados calibrados para leche humana, que cuantifican los niveles

de lactosa, proteinas totales y grasas (Almeida & Dérea, 2006).

Por lo tanto, la leche humana proveniente de bancos se ha convertido en una excelente
alternativa nutricional para nifilos prematuros, de bajo peso, que padezcan enfermedades
infecciosas, diarreas e inmunosupresion, cuando la leche de sus madres no esta disponible. De
hecho, el aporte de nutrientes y componentes bioactivos que suministra la leche humana es
muy ventajoso respecto a la alimentacién con férmulas. Sin embargo, la leche de las donantes
debe ser pasteurizada antes de suministrarse a los nifos para evitar la transmision de

enfermedades infecciosas (Lawrence, 1999; Moreno-Villares & German-Diaz, 2019).

Uruguay cuenta con cuatro bancos de leche humana ubicados en el Centro Hospitalario
Pereira Rossell — Banco de leche Humana “Dr. Rubén Panizza” (Montevideo) desde 2003, en el
Hospital Regional de Tacuarembd — Banco de Leche Humana “Crecer” (Tacuarembd) desde
2004, en el Hospital Regional de Salto — Banco de Leche Humana (Salto) desde 2007 y en el
Hemocentro Regional de Maldonado — Banco de Leche Materna (Maldonado) desde 2023
(ASSE, 2024). Asi mismo también dispone de centros de recoleccién, a saber, el Centro de
Recoleccién de Leche Humana del Sanatorio Canzani — BPS (Montevideo), el Centro de

Recoleccién de Leche Humana del Centro de Salud de Paysandu (Paysandu), el Centro de
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Recoleccién de Leche Humana del Hospital de Bella Unidn (Artigas) y el Centro de Recoleccién

de Leche Materna del Hospital de Rivera (Rivera) (ASSE, 2022).

En Uruguay nacen cerca de 47.000 nifios cada afio, de los cuales aproximadamente el 10
% son prematuros. El 17 % de los nifios nacen en el Centro Hospitalario Pereira Rossell (CHPR)
donde la cifra de prematurez se eleva al 15 % y se relaciona directamente con un seguimiento
prenatal insuficiente. El 12 % de los nifios nacidos en CHPR en 2009 pesaron menos 2,5 kg y el
19,6 % de ellos pesé menos de 1.5 kg (ASSE, 2009; MSP, 2023). Esta poblacién de nifos es
asistida por el Banco de Leche Humana del Centro Hospitalario Pereira Rossell (BLH-CHPR),
siendo su funcién promover la lactancia y cuidar la salud de los nifios prematuros de nuestro
pais lo cual es una prioridad del Programa Nacional de Salud de la Nifiez del Ministerio de Salud
Publica. Es el referente nacional de la Red Uruguaya de BLH que incluye a los ubicados en Salto
y Tacuarembé e integra a su vez junto a otros paises de Ibero América la Red Iberoamericana
de BLH. Una vez recibida en el Laboratorio del BLH-CHPR la leche donada es pasteurizada y
sometida a controles microbioldgicos, organolépticos y fisicoquimicos. Esta caracterizacion
preliminar de los lotes de leche permite evaluar el aporte de energia suministrado y adecuarlo
a las necesidades de cada nifio. Pero no solo es necesario que el aporte energético y proteico
sea el adecuado, sino que también se debe considerar el aporte de oligoelementos, vitaminas
y componentes bioactivos que también inciden marcadamente en un desarrollo saludable del

neonato. Esto es aln mas crucial en los casos de nifios prematuros dada su alta vulnerabilidad.

“Dr. Ruben Panizza”
Centro Hospitalario Pereira Rossell

Figura 5. Logo del Banco de Leche Humana del Centro Hospitalario Pereira Rossell.
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1.7 La pasteurizacion de la leche humana y las pérdidas de nutrientes

Debido a la posible contaminacion de la leche desde su extraccidon hasta el momento
del consumo, asi como por la posible transferencia de patégenos de la donante, la misma es
pasteurizada para evitar riesgos de infecciones en lactantes vulnerables. Para ello, el método
actualmente recomendado a nivel mundial es la pasteurizacidn Holder, a través del cual la leche
es sometida a 62,5 °C durante 30 minutos (Matamoros et al., 2014). La pasteurizacion
representa una alternativa eficaz, practicada desde hace mucho tiempo en el campo de la
Tecnologia de Alimentos. Se trata de un tratamiento térmico aplicable a la leche humana que
adopta como referencia la inactividad térmica del microorganismo mas termorresistente:
Coxiella burnetti (Cerf & Condron, 2006). Una vez observado el binomio temperatura de
inactividad y tiempo de exposicién capaz de desactivar ese microorganismo, se puede asegurar
que los demas patdégenos también estardn térmicamente inactivos (Unger & O’Connor, 2024).
Si bien dicho método presenta un buen compromiso entre la seguridad microbiolégica y la
calidad nutricional, también es conocido el efecto deletéreo que posee sobre algunos
componentes esenciales de la leche (Hartmann et al., 2007). Los principales componentes que
pueden verse afectados en la leche son: proteinas (lactoalblimina, lactoglobulina, lactoferrina),
enzimas (lisozima, lactoperoxidasa, lipasa), anticuerpos (inmunoglobulina A), acidos grasos,
oligosacaridos, vitaminas (A, B, C, E) y oligoelementos (Peila et al., 2016). Asimismo, el
tratamiento influye sobre la flora normal y destruye en gran medida plasmocitos y linfocitos T

de la leche (Lawrence, 1999).

En términos generales, la pasteurizacién puede afectar negativamente algunas
vitaminas sensibles al calor en los alimentos. Las vitaminas hidrosolubles como la vitamina Cy
la vitamina B9 son particularmente vulnerables, mientras que las vitaminas liposolubles (A, D,
E y K) suelen ser mas estables. Asimismo, debe considerarse que las vitaminas son, en mayor o
menor grado, sensibles a la luz y al oxigeno atmosférico, lo cual puede afectar su estabilidad y
actividad bioldgica. Si bien la pasteurizacion reduce el contenido de algunas vitaminas en los
alimentos, el impacto es generalmente minimo y el proceso es crucial para la seguridad

alimentaria (Belitz et al., 2009).
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En particular, las pérdidas de vitaminas han recibido poca atencion en la leche humana,
lo cual motivd, en parte, el presente trabajo de tesis. Las vitaminas A, B, Cy E son sensibles al
calor y, por lo tanto, sus concentraciones en la leche humana pueden verse disminuidas luego
de la pasteurizacion (Matamoros et al., 2014; Romeu-Nadal et al., 2008). Asimismo, la vitamina
Cy algunas del complejo B son particularmente susceptibles a la oxidacién cuando se exponen
al oxigeno del aire, mientras que la vitamina A es susceptible a la luz (Guo, 2014). En cuanto a
la pérdida de oligoelementos, de acuerdo con Mohd-Taufek et al. (2016) la pasteurizacién suele
tener efectos minimos a leves sobre oligoelementos tales como cobre, hierro, iodo, selenio y
zinc en la leche humana donada. Dado que la pasteurizacion de las muestras de leche es
necesaria desde el punto de vista microbioldgico, es muy importante considerar si el
proceso térmico involucrado fuera capaz de generar pérdidas sustanciales de algunos de
esos componentes, repercutiendo negativamente sobre la salud de los nifios (Adhisivam et
al., 2019; Da Costa, et al., 2003; Peila et al., 2016). A continuacién, en la Figura 6, se muestra

un esquema del procedimiento para el procesamiento de leche humana en bancos.
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1. Higiene 2. Vertimiento 3. Mezda 4, Llenado de botellas

5. Pasteurizacion 6. Pruebas de laboratorio 7. Almacenamiento

Figura 6. Procedimiento para el procesamiento de la leche materna en bancos. Extraido de:
HMBANA, 2024.

En Uruguay hasta el momento, no se encuentran datos reportados en literatura acerca
de si la pasteurizacion estuviera afectando de forma negativa el valor nutricional de la leche

materna humana donada a los bancos de leche.
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1.8 Rol de la Quimica Bioanalitica

La Quimica Bioanalitica es una subdisciplina de la Quimica Analitica que implica la
separacion, deteccion, identificacion y cuantificacion de distintos analitos en muestras
bioldgicas en diferentes entornos. A menudo implica el estudio de moléculas como
proteinas, péptidos, acidos nucleicos y vitaminas. Disciplinas tales como la Biologia, la
Bioguimica, la Medicina y la Toxicologia se nutren con los avances de la Quimica
Bioanalitica. El desarrollo en materia de analisis bioanalitico tuvo un gran impulso a partir
de 1970, donde la cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) fue introducida y gané
rapidamente la aceptacion inicial en los laboratorios bioanaliticos. La capacidad para
analizar una amplia variedad de compuestos estructuralmente diferentes sin la necesidad
de la derivatizacion quimica ofrecié ventajas significativas sobre la cromatografia de gases
(GC), e incluso a su acople con espectrometria de masas (GC-MS). Con el tiempo, el
desarrollo de esta técnica permitié la progresiva disminucion de los tiempos de analisis y su
acople con la espectrometria de masas (LC-MS), dotando a los quimicos bioanaliticos con
una herramienta de analisis altamente poderosa (Powel & Unger, 2004). Esta técnica
permite desarrollar métodos que pueden diferenciar a los compuestos en base a
propiedades fisicoquimicas a través de su interaccidon con la fase estacionaria utilizada,
siendo muy util para investigacion y desarrollo. De igual forma, los avances tecnoldgicos
relacionados con técnicas de espectrometria atémica, tales como la espectrometria de
absorcién atdomica con atomizacién electrotérmica (ETAAS), la espectrometria de emision
atémica por plasma inducido por microondas (MP-AES) y la espectrometria de masas
mediante plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS), permiten la determinacion

elemental en diversas matrices complejas de interés (Evans et al., 2024; Yang et al., 2024).

En particular, dentro de las herramientas de trabajo en Quimica Bioanalitica, se
encuentran las estrategias para la optimizacién y validacion de los métodos de andlisis
previo a su implementacion como método de rutina para el monitoreo de analitos en
matrices bioldgicas de interés. Estas estrategias juegan un rol fundamental en el marco de
esta tesis ya que se requiere de métodos bioanaliticos optimizados y validados de forma de

asegurar la obtencién de resultados confiables. En este sentido, es imprescindible la
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confirmacién mediante el suministro de evidencia objetiva, de que se han cumplido los
requisitos necesarios para poder aplicar los métodos a las determinaciones analiticas

previstas.

1.8.1 Métodos de andlisis

1.8.1.1 Preparacion de las muestras

Una de las etapas fundamentales del proceso analitico, ademds del muestreo, es el
tratamiento o preparacion de las muestras. En esta etapa, la muestra debe ser sometida a
ciertos tratamientos, debido a que la mayoria de las técnicas utilizadas para las
determinaciones analiticas de metales, semimetales y no metales requieren que el analito
se encuentre en una disolucion. Este proceso, consiste en la realizacién de operaciones
fisicas y/o quimicas, que permitan la introduccidn de la muestra al instrumento de medida
y de esta forma lograr una correcta determinacion de los analitos de interés. Uno de los
principales problemas es contar con un método que logre liberar cuantitativamente los
analitos cuando se encuentran unidos a moléculas organicas (Krug & Piovezani Rocha,

2016).

Para la extraccion de metales y semimetales se utilizan generalmente tratamientos
drasticos con acidos concentrados en presencia de calor, para lograr la oxidacion total de |a
materia orgdnica. El uso de las ondas de microondas para asistir la digestion de muestras es
muy frecuente. Actualmente, las digestiones asistidas por microondas son de las mas
utilizados, con amplias aplicaciones. En esta digestion el calentamiento que se produce
dentro de los vasos de reaccion se debe a dos fendmenos: la migracion idnica y la rotacion
de dipolos. Estos dos procesos son estimulados por la frecuencia de las microondas, donde
el calentamiento del medio que contiene la muestra y un disolvente apropiado favorece la
descomposicion de la matriz donde se encuentra el analito (Krug & Piovezani Rocha, 2016;
Mitra, 2003). Una de las ventajas de la digestion asistida por microondas radica en la
posibilidad que poseen algunos equipos, de controlar las condiciones de temperatura y
presién en todas las muestras por igual, ya que se trabaja con sistemas cerrados. Esto

permite una mejor reproducibilidad del tratamiento y de los resultados. La rapidez, sencillez
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y seguridad de los equipos digestores de microondas, hace que sean de los mas utilizados y
preferidos a la hora de realizar el tratamiento de muestras complejas para la posterior

determinacién de oligoelementos (Krug & Piovezani Rocha, 2016; Mitra, 2003).

En el caso de la extraccion de vitaminas, es aconsejable adoptar algunas medidas
preventivas para impedir las pérdidas por inestabilidad quimica, previo al analisis mediante
cromatografia de liquidos. Los factores mas importantes para tener en cuenta son la luz, el
aire, la temperatura, el pH, algunos metales traza y la fuerza idnica. Dado que la mayoria de
las vitaminas son fotosensibles, se recomienda el uso de material de vidrio de color ambar
y trabajar bajo luz tenue durante todo el analisis (Pawliszyn & Lord, 2010). Otra precaucién
es la adicidn de un antioxidante adecuado para los procedimientos de extraccidn. Asimismo,
cuando la determinacién de vitaminas se aplica a matrices bioldgicas, es necesario abordar
otros problemas tales como: i) heterogeneidad quimica, ii) bajos niveles de concentracion
en las muestras, iii) complejidad de la matriz y iv) interacciones con otros constituyentes de
la matriz. Respecto al primer punto, las sutiles diferencias estructurales entre las vitaminas
de un grupo especifico pueden dificultar su separacién cromatografica. En consecuencia, se
prefiere analizar cada vitamina individualmente, aplicando condiciones de extraccidon
capaces de liberar todas las formas unidas (mediante digestién acida, alcalina o enzimatica)

o de convertir las diversas formas en una forma mas estable (Gentili & Caretti, 2013).

El procedimiento de extraccion para el analisis de vitaminas hidrosolubles como las
vitaminas del complejo B y la vitamina C depende de la forma quimica a cuantificar. Siendo
estas altamente solubles en agua se suele utilizar soluciones acuosas como ser acidos
diluidos o disoluciones buffer con ajuste de pH dependiendo de las necesidades. Asimismo,
se pueden llevar a cabo digestiones enzimaticas dependiendo de la forma en que se
encuentra unida la vitamina a la matriz (Gentili & Caretti, 2013; Hyun & Tamura, 2005). En
el caso de la vitamina B12 se suele recurrir a la aplicacion de inmunoensayos debido a la
baja concentracion en alimentos no fortificados. El protocolo general de extraccién para
esta vitamina consiste en liberar los vitdmeros unidos a proteinas y convertir todas las
cobalaminas naturales en una forma unica y estable, conocida como cianocobalamina

(Kumar et al., 2010).
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Las vitaminas liposolubles se encuentran en la fraccion lipidica de los alimentos,
compuestas principalmente de triglicéridos y en parte de esteroles, fosfolipidos y otros
constituyentes lipidicos. Estas sustancias, al tener una solubilidad andloga a la de las
vitaminas liposolubles, complican el aislamiento de las vitaminas liposolubles y constituyen
una fuente de interferencias durante los siguientes analisis (Ball, 2006; Blake, 2007; Gentili
& Caretti, 2013). En este sentido, la saponificacidn en caliente es la herramienta mas eficaz
para eliminar la mayor parte del material graso, hidrolizando los enlaces éster de glicéridos,
fosfolipidos, esteroles esterificados y carotenoles (Heudi et al., 2004; Indyk, 1988). Ademas,
la hidrdlisis alcalina libera formas unidas de vitaminas (e].: formas esterificadas y unidas a
proteinas). Normalmente, la saponificacion se lleva a cabo con una mezcla de metanol y
una solucién acuosa de KOH 50 % (m/v) en presencia de un antioxidante (ej.: acido
ascorbico) durante 30 min a aproximadamente 80 °C (Gentili & Caretti, 2013). La fraccion
insaponificable (vitaminas liposolubles, carotenoides, esteroles, etc.) se extrae de la
digestion alcalina mediante extraccion liquido-liquido utilizando un disolvente organico
inmiscible en agua (hexano, éter de petrdleo). El hexano tiene la ventaja de proporcionar
extractos que no contienen jabones y son casi neutros. Sin embargo, a la hora de utilizarlo,
es aconsejable mantener el porcentaje de metanol por debajo del 40 % (v/v) para evitar
pérdidas de vitaminas ligeramente polares, como retinoles y tocoferoles. La saponificacion

es una estrategia muy util para la extraccién de vitaminas Ay E (Ball, 2006; Blake, 2007).

1.8.1.2 Espectrometria de absorcion atdmica

La absorcién atdmica es una técnica espectroscopica de andlisis elemental que
requiere la atomizacion del elemento de interés. Para la determinacién cualitativa y
cuantitativa de uno o varios elementos presentes en una muestra, es necesario volatilizar
los analitos en cuestion y transformarlos en atomos gaseosos. De esta forma, cuando la
radiacion atraviesa la zona donde se encuentran los 4&tomos en estado gaseoso, se produce
la absorcidn en frecuencias definidas. Estas frecuencias estdn relacionadas con el tipo de

atomo, y la absorcidn de la radiacion se corresponde mediante un modelo matematico, con
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la cantidad del elemento presente (Welz & Sperling, 1999). En la Figura 7 se muestra, a

modo de ejemplo, un esquema de un espectrémetro de absorcion atédmica de llama tipico.
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Figura 7. Espectrémetro de absorcion atomica de llama tipico de simple haz. Extraido de: Skoog
et al., 2008.

Una de las etapas mas criticas de esta técnica es la atomizacion, por lo cual se
desarrollaron distintas formas a lo largo de los afios con el fin de mejorarla. La forma mas
sencilla, y por lo tanto la primera en ser utilizada, fue la atomizacion por llama (FAAS). Aqui
la muestra es nebulizada por el flujo de un gas oxidante y la mezcla con un gas combustible,
para ser transportada hasta la llama (Welz & Sperling, 1999). En la Figura 8 se muestra, a

modo de ejemplo, un mechero tipico de flujo laminar utilizado para estas determinaciones.

38



| Cabeza del quemador

Anillo de cierre de la
cabeza del quemador
Tornillo de ajuste

Oxidante del deflector

auxiliar _ Respiradores para

-~ aliviar la presién

Perilla de ajuste Deflector de flujo

del nebulizado —___ (pléstico Panton)

Capilar de /
muestra /
zador

-—

Oxidante

Al desecho nebulizador

Figura 8. Mechero de flujo laminar. Extraido de: Skoog et al., 2008.

La llama debe ser lo suficientemente energética para poder volatilizar y atomizar la
muestra. Por este motivo, su composicion es de suma importancia. Se deben optimizar
flujo, proporcion y tipo de gases a utilizar en las determinaciones. Las llamas mas utilizadas
contienen una mezcla de aire-acetileno, pero existen otras mezclas. La técnica FAAS posee
limites de deteccidon y cuantificacion en el orden de mg kg™t. Por su sencillez y bajo costo,
suele ser la técnica mas utilizada, siempre que se trabaje con elementos que se encuentran
en ese nivel de concentracion, lo cual dependerd de la muestra en cuestién (Welz &

Sperling, 1999).

Otra forma ampliamente utilizada es la atomizacidn electrotérmica (ETAAS). Esta
consiste en colocar un volumen pequefio de muestra en un tubo de grafito, que se calienta
eléctricamente, y someterla a un programa de temperaturas que depende del analito y de
la matriz a analizar. Los programas de temperatura consisten en varias etapas en las que
esta va en aumento. Primeramente, se efectua el secado de la muestra, pasando luego por
la pirdlisis o calcinacion, etapa donde se elimina la materia orgdnica que se encuentra
presente en la matriz, terminando con la atomizacién, etapa de mayor temperatura. Se
destaca por su alta sensibilidad, debida a la capacidad de confinamiento de los dtomos

gaseosos en el tubo de grafito, el cual se encuentra perfectamente alineado con el haz de
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luz (Welz & Sperling, 1999). En la Figura 9 se muestra, a modo de ejemplo, un atomizador

de horno de grafito utilizado para estas determinaciones.
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Figura 9. Corte transversal del sistema ETAAS. Extraido de: Harvey, 2024.

Al trabajar con ETAAS se deben tener en cuenta varias condiciones. Aqui, es critico
el volumen de inyeccidén de la muestra, la optimizacion de los programas de temperatura,
los tiempos de mantenimiento de cada etapa del programa, el gas portador utilizado y su
flujo. Todas estas variables deben ser optimizadas, para lograr una correcta determinacién
de los elementos en estudio (Welz & Sperling, 1999). En el proceso de atomizacion
electrotérmico, muchas veces es necesaria la incorporacién de modificadores quimicos.
Estos son sustancias quimicas que no afectan la determinacion de la concentracién del
analito, y que permiten utilizar mayores temperaturas de pirdlisis y/o de atomizacién, o la
estabilizacidon térmica de los analitos volatiles. La adicidon de estos, cuales utilizar y en qué
concentracion, también forman parte de la optimizacion del método (Tsalev & Slaveykova,

1992).

Un modificador ampliamente utilizado es el nitrato de paladio (Pd(NOs),), que actua
en la estabilizacion térmica de los elementos y permite el aumento de la temperatura y/o
del tiempo de volatilizaciéon (Welz & Sperling, 1999). Sin embargo, para incrementar la
volatilidad de especies concomitantes, es decir, componentes individuales de la matriz
distintos del analito, se pueden efectuar mezclas con otros modificadores, lo cual disminuye
las interferencias que pueden provenir de la matriz (Dobrowolski et al., 2010). La

combinacién de dos o mas modificadores constituye un modificador mixto, que ha
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resultado una estrategia eficiente para reducir los efectos causados por matrices bioldgicas

complejas.
1.8.1.3 Espectrometria de emisidn atémica

En las técnicas de espectrometria de emisidon atdmica se relaciona la energia emitida
por un determinado analito, al volver a su estado fundamental los electrones que fueron
previamente excitados. La excitacidon puede ser térmica, eléctrica o inclusive mediante una
reaccion quimica. Finalmente, la energia emitida a una determinada longitud de onda
caracteristica del elemento medido brinda informacién sobre la identidad y cantidad del

analito presente en la muestra.

Una fuente de excitacion alternativa al reconocido plasma de argén ampliamente
utilizado en plasma de acoplamiento inductivo (ICP) la constituye el plasma inducido por
microondas (MP-AES). Este plasma se genera debido a la interaccion con un campo
magnético y eléctrico utilizando nitrégeno. La antorcha es igual a la que utiliza un ICP, pero
la induccién del plasma estd dada por un magnetrén. Las temperaturas que alcanza un
plasma de nitrogeno son menores a las de las fuentes de ICP, unos 5000 K en la zona de
medicion. Dado que las temperaturas alcanzadas son menores, los espectros suelen ser
menos complejos, ya que contienen muy pocas lineas idnicas, aunque a veces esto puede
ser una desventaja durante la determinacion de elementos con un elevado potencial de
ionizacion. Sin embargo, en general, la sensibilidad obtenida suele ser mejor a la de FAAS
para un mismo elemento, pudiendo compararse en algunos casos con la sensibilidad de ICP-
OES (Pozebon et al., 2020). Asimismo, se trata de una técnica multielemental con la cual se

pueden obtener amplios rangos lineales.
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Figura 10. Esquema de un equipo de espectrometria de emisién atémica con plasma inducido
por microondas. Extraido de: Yoshida et al., 2012.

Una caracteristica importante de MP-AES es que puede acoplarse facilmente a la
técnica de generacion de hidruros (HG), dando lugar al acoplamiento HG-MP-AES. Esta
técnica de permite la introduccion de la muestra directamente en forma gaseosa, lo cual es
util para la determinacion de elementos volatiles. Aqui, se generan hidruros volatiles a
partir de algunos elementos por la acciéon de un agente reductor, generalmente
tetrahidroborato de sodio (NaBHi), en medio acido. Una vez generado el hidruro, es
transportado hasta la antorcha mediante un gas inerte. Una vez en la antorcha se atomizan
los analitos de interés mediante una reaccién radicalaria. Esta técnica suele ser muy
utilizada para elementos volatiles como arsénico (As) y selenio (Se). Al generarse las
especies volatiles de los analitos, éstos se separan del medio, disminuyendo de esta forma
la probabilidad de interferencias debidas a la matriz, al momento de realizar las

determinaciones (Welz & Sperling, 1999).
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Figura 11. Esquema de camara trabajando en modo hidruro utilizando la bomba peristaltica de
tres canales. Extraido de: Lorengatto et al., 2020.

1.8.1.4 Cromatografia de liquidos de alta presion

La cromatografia de liquidos es la técnica analitica de separacion mdas ampliamente
utilizada. Las razones de su popularidad son su alta sensibilidad, su facil adaptacién a
diversas determinaciones cuantitativas, su idoneidad para automatizarla, su capacidad para
separar especies no volatiles o termolabiles, pero, sobre todo, su amplia aplicabilidad a
sustancias que son importantes en muchos campos de la ciencia. Algunos ejemplos de estos
materiales son aminodacidos, acidos nucleicos, hidrocarburos, carbohidratos, vitaminas,
entre otros. Existen varios tipos basicos de cromatografia donde la fase movil es un liquido.
A menudo, estos tipos se clasifican de acuerdo con el mecanismo de separacién o el tipo de
fase estacionaria. Entre estos tipos se encuentran: cromatografia de reparto, cromatografia
de adsorcién o liquido-sélido, cromatografia de intercambio de iones o idnica,
cromatografia de exclusidn por tamano, cromatografia por afinidad y cromatografia quiral.
El tipo mas usado de HPLC es la cromatografia de reparto y puede dividirse en variantes
liquido-liquido y liquido-fase enlazada. La diferencia entre estas dos radica en la forma de
mantener la fase estacionaria sobre las particulas de soporte del empaquetamiento. En la
cromatografia liquido-liquido, el liquido se mantiene por adsorcién fisica, mientras que en
la de fase enlazada se enlaza quimicamente. Muchos rellenos de fase estacionaria ligada se
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preparan por reaccion de un organoclorosilano con los grupos OH formados en la superficie
de particulas de gel de silice por hidrdlisis en acido clorhidrico diluido caliente, siendo el
producto un organosiloxano. Los empaquetamientos mas frecuentes son octil-siloxano (C8)
u octadecil-siloxano (C18). Los empaquetamientos de fase enlazada tienen la ventaja de
una estabilidad mucho mayor que las fases estacionarias que se mantienen inmoviles
fisicamente y la desventaja principal es su capacidad de muestra limitada. Segun la
polaridad relativa de las fases moévil y estacionaria se pueden distinguir dos tipos de
cromatografia de reparto: fase normal (fase estacionaria polar y fase movil apolar) y fase
reversa (fase estacionaria apolar y fase movil polar). Se estima que mas de tres cuartas
partes de las separaciones con HPLC se realizan actualmente con una fase estacionaria

reversa y ligada de C8 o C18 (Harvey, 2024; Skoog et al., 2008).

Con el objetivo de alcanzar flujos razonables con rellenos de tamafio de particula de
entre 3y 10 um, que por otra parte son comunes en la cromatografia de liquidos moderna,
se requieren presiones de bombeo del orden de los cientos de atmdsferas. Un equipo
moderno para cromatografia de liquidos estd equipado con varios reservorios de fase movil.
A menudo estdn equipados con un sistema para eliminar los gases disueltos y el polvo de
los liquidos. Los gases disueltos ocasionan flujos inestables y ensanchamiento de bandas,
mientras que las burbujas y el polvo interfieren con el funcionamiento de la mayoria de los
detectores. La fase mévil puede ser un disolvente puro o una mezcla de disolventes. Cuando
se trata de una mezcla, puede programarse el sistema de bombeo para que tome
disolventes de diferentes botellas en una proporcién determinada y realice la mezcla en
una camara de mezclado. Cuando durante toda la separacién se utiliza siempre el mismo
disolvente, se denomina isocratica, sin embargo, es comun realizar un gradiente de
composicion de la fase movil a lo largo del tiempo para una éptima eficiencia y acortar la
duracion del proceso. La bomba envia el disolvente a través de tubos de diametro pequefio,
generalmente de acero inoxidable, hacia la valvula inyectora. Esta consiste en una valvula
de seis vias que permite introducir en el flujo de disolvente, la muestra contenida en un aro
o loop de volumen conocido. Luego de que se produzca la separacién en la columna, los

componentes de la mezcla pasan por el sistema de deteccion. Este produce una sefial
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eléctrica proporcional a la concentracién y esa senal es enviada al registrador que realiza
un grafico de intensidad en funcién del tiempo denominado cromatograma. Dentro de los
detectores mas utilizados se encuentran los detectores de arreglo de diodos (DAD). Con una
configuracion de arreglo de diodos en serie se puede obtener un espectro mediante un
barrido electrénico en forma muy rdpida. Todos los datos puntuales necesarios para definir
un espectro se pueden recoger de manera simultanea. Este concepto es atractivo por la
velocidad potencial a la que se pueden obtener los espectros, asi como por la posibilidad
de utilizarlos en las determinaciones simultaneas de varios componentes. El escaneo
multiples longitudes de onda simultaneamente, permite el analisis de multiples
componentes en una sola pasada, lo cual es especialmente util para la identificacion y

cuantificacion de compuestos en mezclas complejas (Harvey, 2024; Skoog et al., 2008).
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Figura 12. Esquema de un equipo tipico de HPLC. Extraido de: Skoog et al., 2008.

1.8.1.5 Inmunoensayos

Aunque la cromatografia de liquidos es una técnica muy eficiente para el analisis
cuantitativo de vitaminas, muchos de los métodos internacionales actuales se basan en

inmunoensayos, debido a la creciente necesidad de métodos mas rapidos y especificos. En
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este sentido, existen métodos bioespecificos basados en la interaccion de un anticuerpo
con su antigeno como ser el radioinmunoensayo (RIA) o el ensayo inmunoabsorbente ligado
a enzimas (ELISA). Existen varios kits comerciales para radioinmunoensayo disponibles para
la determinacidon de vitaminas en muestras bioldgicas, pero su aplicacion al analisis de
alimentos es limitada. Por su parte, el ensayo ELISA realizado en pocillos de plastico de
placas de microtitulacion tiene la ventaja de utilizar reactivos estables que pueden
almacenarse por periodos mas prolongados y puede llevarse a cabo con equipos
econdmicos. El tipo de sistema ELISA que se utiliza comUnmente para las vitaminas es el
tipo indirecto, donde el antigeno se inmoviliza en la placa, se une un anticuerpo primario
especifico, y luego se afiade un anticuerpo secundario conjugado con una enzima. La placa
se incuba durante un tiempo determinado para permitir la unidon competitiva entre el
antigeno marcado y la vitamina en la muestra, luego se realiza un lavado para eliminar
cualquier sustancia no unida y finalmente se afiade un sustrato para la enzima conjugada.
La reaccién enzimatica produce un cambio de color proporcional a la cantidad de antigeno

marcado unido que puede monitorearse espectrofotométricamente (Kumar et al., 2010).

1.8.2 Desarrollo y validacion de métodos de analisis

La validacién de un método analitico es un proceso indispensable ya que confirma
gue el método posee las capacidades requeridas para la aplicacion. Es importante no solo
la evaluacién de la performance del método sino también evaluar que sea adecuado para

el objetivo (Eurachem, 2014).

Varios organismos internacionales han establecido guias para la validacién de
métodos analiticos. Una de las guias mas utilizadas para validacion de métodos de analisis
inorganicos es la Guia de la Eurachem (Eurachem, 2014). Esta guia establece una serie de
caracteristicas que deben ser estudiadas para evaluar la performance de un método. A

continuacion, se detallan las principales caracteristicas de este listado:

Selectividad: Capacidad de un método para determinar un analito en particular, dentro de

una mezcla o matriz, sin interferencia de otros componentes de comportamiento similar.
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Limites de deteccidn y cuantificacién: Minima concentracion a la cual el analito puede ser

detectado y cuantificado, respectivamente, con un cierto grado de confianza.

Rango de trabajo: Rango en el cual el método proporciona resultados con una

incertidumbre aceptable.

Sensibilidad analitica: Cambio en la respuesta del instrumento que corresponde a un

cambio en la concentracion del analito.

Veracidad: Evaluacion de qué tan cercano es el resultado arrojado por el método al respecto
del valor de referencia. Es generalmente evaluado mediante el célculo del porcentaje de
recuperacién % R= (Valor promedio obtenido / valor de referencia) x 100. El valor de
referencia puede ser el correspondiente a un material de referencia certificado o el
obtenido por un método de referencia. De no contar con las opciones anteriores es posible
preparar una muestra artificial y realizar el método de adiciones estandar o fortificaciones

sobre la muestra.

Precision: Es una medida de qué tan cercanos son los resultados obtenidos por el método.
Se evalua a través de la repetibilidad, la precisién intermedia y la reproducibilidad,
mediante el calculo de la desviacidén estandar relativa porcentual (% RSD). Como criterio de
aceptacion, generalmente se toma en cuenta que la desviacidn estandar (o) es funcién de
la concentracion mediday por tanto el valor de RSD considerado aceptable esta relacionado
con la concentracidn de cada analito en particular. Para estimar este valor aceptable, una
opcion es utilizar la ecuacion de Horwitz la cual es una ecuacion empirica llamada trompeta
de Horwitz por su forma. Esta ecuacidn es aceptada por los principales organismos
internacionales y permite estimar el valor de RSD para una dada concentraciéon (Horwitz &

Albert, 2006; Miller & Miller, 2010).

Incertidumbre: Intervalo, asociado con el resultado de medida que expresa el rango de

valores que pueden ser atribuidos a la cantidad medida.

Robustez: Medida de la capacidad de no verse afectado por pequefias variaciones de los

parametros del método.
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En la guia Eurachem se presentan pautas y recomendaciones para realizar la
evaluacion de los diferentes pardmetros y lograr la validaciéon completa de un método. Sin
embargo, también se pone énfasis en que, si se trata de métodos ya validados, es
importante tomar en cuenta qué tan confiable es la informacion que se brinda sobre la
validacién. Generalmente, si se trata de métodos normalizados o presentados por
organismos internacionales o donde la validacidn se realizé en estudios colaborativos, se
puede tener cierta seguridad de los resultados. Ademads, debe ser corroborado que la
informacién obtenida en la validacién es adecuada para el propdsito que se le pretende dar,

asi como verificar la performance del método en el laboratorio (Eurachem, 2014).

1.9 Quimica Analitica Verde

En la actualidad, el conocimiento de aspectos ecolégicos ha llevado a muchos
guimicos analiticos a revisar mejor determinados parametros criticos en el desarrollo de
nuevos métodos, por ejemplo, el tiempo de operacién, la seguridad, la relacion
volumen/concentracion de disolventes y el consumo de energia, entre otros. En este
sentido, la Quimica Analitica Verde es un concepto de desarrollo sostenible que intenta
eliminar o minimizar el impacto ambiental causado por la ejecucion de los procesos

analiticos (Bendicho et al., 2012).

Los 12 principios de la Quimica Analitica Verde se describen a continuacién (Gatuszka et al.,

2012):

1. Aplicacion de técnicas analiticas directas de forma de evitar el tratamiento de
muestra.

2. Utilizacién de tamafio reducido y nimero minimo de muestras.

3. Realizacion de mediciones in situ, de ser posible.

4. Integracion de operaciones y procesos analiticos para la reducciéon de uso de
reactivos y ahorro de energia.

5. Seleccidn de métodos automatizados y miniaturizados.

6. No utilizacidon de la derivatizacion.
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7. Realizacion de una correcta gestion de residuos generados, en lo posible
disminuirlos.

8. Realizacion de analisis multielemental o multiparamétrico.

9. Reduccion del uso de energia.

10. Seleccién de reactivos obtenidos de fuentes renovables, de ser posible.

11. Eliminacion o remplazo de reactivos toxicos.

12. Minimizacién del potencial de accidentes quimicos, garantizando la seguridad del

analista.

De acuerdo con el grado de cumplimiento de estos 12 principios, se podra determinar cuan
alineada se encuentra la metodologia en cuestidon respecto a la Quimica Analitica Verde.

Con este fin se pueden utilizar distintos protocolos de evaluacion (Pena-Pereira et al., 2020).
1.10 Hipotesis y justificacion

En esta tesis se planted la evaluacion de potenciales pérdidas de elementos esenciales
y vitaminas en leche humana donada, debido al proceso térmico de pasteurizacion Holder,

en un grupo de analitos de gran implicancia en la nutricidén y salud de los lactantes.

Con este fin se busco desarrollar métodos que fueran eficientes para la extracciéon
cuantitativa de los analitos en estudio, aplicando, en lo posible, procedimientos multi
analito y alineados en mayor o menor grado con los principios de la Quimica Analitica Verde.
En este sentido, el trabajo se enmarcé en las lineas de investigacidon del grupo Bioanalitica
y Especiacién (BIOESP) del Area Quimica Analitica (DEC) y el Area de Quimica de Alimentos
(CYTAL). Estos grupos cuentan con vasta experiencia en el tema de preparacion de muestras
complejas y la determinacién de elementos traza y compuestos esenciales en alimentos.
Asimismo, parte del trabajo se enmarcé en las actividades llevadas a cabo en el marco de
un proyecto de investigacion financiado por CSIC en la modalidad Vinculacién Universidad
— Sociedad y Produccion (CSIC-VUSP). El mismo se titulé “Estudio de la composicién de
oligosacdridos, vitaminas, elementos indispensables y elementos potencialmente téxicos
en leche donada al Banco de Leche Humana — Centro Hospitalario Pereira Rossell”

(responsable Dr. Luis Panizzolo).
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En este contexto, se planteé el estudio de cuatro elementos esenciales, dos
elementos potencialmente téxicos y cinco vitaminas, con el fin de establecer valores basales
en Uruguay, monitorear potenciales pérdidas debido al tratamiento térmico y finalmente
evaluar la calidad e inocuidad de la leche humana donada. De esta forma se buscé aportar
informacidn para el sector salud y para la sociedad en general. En forma complementaria,
se realizd un monitoreo de la leche de madres con distintos habitos alimenticios, con el fin
de estudiar las potenciales variaciones en los niveles de algunos nutrientes esenciales al

cambiar el tipo de dieta materna y las variaciones de concentracion a lo largo del tiempo.

Los resultados de este trabajo constituiran informacién inédita muy importante para
la retroalimentacion del Banco de Leche Humana del Centro Hospitalario Pereira Rossell,
mediante la generacion de nuevo conocimiento sobre los posibles efectos de Ia
pasteurizacion sobre la pérdida de nutrientes en la leche humana, producto del proceso de
conservacién involucrado. Estos resultados serdn de gran relevancia para futuras
evaluaciones por parte de los referentes del Banco de Leche Humana, donde se pueda
discutir los pros y los contras de la tecnologia utilizada actualmente y las potenciales
repercusiones sobre la salud de los lactantes. Asimismo, los resultados seran difundidos a
la sociedad en general, de forma de brindar informacién funcional y nutricional acerca del
contenido de vitaminas y elementos esenciales en la leche humana de madres uruguayas,
asi como de establecer la inocuidad relacionada con la presencia de los elementos tdxicos
estudiados. Se considera que la informacion obtenida en este trabajo de tesis sera de gran
utilidad para el sector, ya que se espera poder correlacionar los niveles de los nutrimentos

encontrados en las muestras de leche, con la alimentacion de las madres donantes.
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1.11 Objetivos

1.11.1 Objetivos generales

Realizar la determinacién y comparacién de los niveles de vitaminas (A, B9, B12,Cy
E), elementos esenciales (Cu, Fe, |, Se y Zn) y elementos potencialmente toxicos (As y Pb)
en leche humana, antes y después del proceso de pasteurizacion, para evaluar pérdidas
luego del tratamiento térmico. Asimismo, evaluar las variaciones composicionales en los

distintos estadios de la leche, a lo largo del tiempo y debidas a diferentes dietas maternas.

1.11.2 Objetivos especificos

> Optimizar y validar los procedimientos para la extraccién de vitaminas liposolubles (A 'y
E) e hidrosolubles (B9, B12 y C) en leche materna humana donada por el Banco de Leche
Humana del Centro Hospitalario Pereira Rossell, para su posterior determinacion
mediante HPLC-DAD o ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas.

> Optimizar y validar los procedimientos para la extracciéon de elementos esenciales (Cu,
Fe, |, Se y Zn) y elementos potencialmente tdxicos (As y Pb) en leche materna humana
donada por el Banco de Leche Humana del Centro Hospitalario Pereira Rossell, para su
posterior determinacion mediante diferentes técnicas espectrométricas.

> Determinar vitaminas liposolubles (A y E) e hidrosolubles (B9, B12 y C) y elementos
esenciales (Cu, Fe, |, Se y Zn) en muestras de leche materna humana en sus estadios de
calostro y leche madura, y evaluar diferencias entre ambos.

> Evaluar si existen pérdidas estadisticas significativas en los niveles de vitaminas y
oligoelementos estudiados luego del proceso de pasteurizacion Holder.

> Determinar elementos esenciales (Cu, Fe, |, Se y Zn) en la leche materna humana a lo
largo de un periodo de 24 horas y un periodo de 1 mes, para una misma madre, de
forma de evaluar potenciales variaciones intradia e intrames, respectivamente.

> Evaluar variaciones en los niveles de nutrientes esenciales al cambiar el tipo de dieta

materna, segun se trate de madres omnivoras o veganas.

51



CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS



2 MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se describen los materiales, reactivos, equipos e insumos utilizados en
este trabajo de tesis. Se describen también los métodos de muestreo, las operaciones
preliminares y los tratamientos de muestra evaluados y desarrollados, asi como las

condiciones instrumentales y procedimientos de validacion de los métodos estudiadas.

2.1 Reactivos y materiales

> Agua ultrapura de resistividad 18,2 MQ cm (ASTM Tipo 1) obtenida de un sistema de
purificacion de agua Millipore™ DirectQ3 UV.

> Materiales de referencia estandar NIST 1549 Whole Milk Powder, NIST 1846 Infant
Formula y NIST 1849a Infant/Adult Nutritional Formula | (milk-based) (NIST,
Gaithersburg, MD, EUA).

> Estandares para absorcion atdmica de 1000 mg L de As, Cu, Fe, Pb, Se y Zn (Fluka,
EUA).

> |CP Multi Element Standard Solution VI Merck CertiPUR (Darmstadt, Alemania).

> Acido ascérbico (99 %, Merck, Darmstadt, Alemania), retinol (95 %, Sigma Aldrich,
St. Louis, MI, EUA), betacaroteno (93 %, Sigma Aldrich, St. Louis, Ml, EUA), a-
tocoferol (98 %, Acros Organics, EUA) y Acido félico (99 %, Merck, Darmstadt,
Alemania).

> Tetrahidroborato de sodio (NaBHa4, 99,99 %) (Sigma Aldrich, St. Louis, MI, EUA).

> Hidroxido de sodio (NaOH, 99 %) (Merck, Darmstadt, Alemania).

> Acidos minerales: acido nitrico (HNO3, 65 %), acido clorhidrico (HCI, 37 %), acido
sulfdrico (H2S04, 98 %) y acido orto-fosfdrico (HsPO4, 85 %) (Merck, Darmstadt,
Alemania).

> Disolventes grado HPLC: acetonitrilo, metanol, éter de petréleo, hexano,
trietilamina, 4cido acético glacial (Carlo Erba, Milan, Italia).

> Kit «SENSISpec ELISA Vitamin B12» (Eurofins Technologies, Budapest, Hungria).
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>

>

>

Yodato de potasio (KIO3), persulfato de amonio ((NH4)2S:0s), triéxido de arsénico
(As203), cloruro de sodio (NaCl), sulfato de amonio y cerio(lV) dihidrato
((NH4)aCe(S0a)4.2H,0) (Merck, Darmstadt, Alemania).

Filtros de 0,45 um de PVDF (Thermo, Shanghai, China) y de nylon (Sartorius,
Gottingen, Alemania).

Gases comprimidos: acetileno 99,99 %, argén 99,998 % y nitrégeno 99,99 % (Linde,

Montevideo, Uruguay).

2.2 Equipos

>

>

>

A\

A\

vy Y VY Y

Espectrometro de absorcidon atémica Perkin Elmer AAnalyst 200 (Norwalk, CT, EUA).
Sistema de generacion de hidruros Perkin Elmer MHS-15 (Norwalk, CT, EUA).
Espectrometro de absorcion atédmica Thermo Scientific iCE 3500 (Cambridge, Reino
Unido).

Espectrémetro de emisidon atdomica por plasma inducido por microondas Agilent
4210 (Santa Clara, CA, EUA).

Analizador de leche Milkotronic Lactoscan SP (Nova Zagora, Bulgaria).

Digestor de microondas CEM Mars 6 (Matthews, NC, EUA) provisto con vasos de

reaccion Easy Prep Plus® (Matthews, NC, EUA).

Espectrofotdometro Unico 1205 (Dayton, NJ, EUA).

Cromatografo de liquidos Shimadzu LC-20AT Prominence (Osaka, Japdn).
Lector de microplacas BioTekSynergy HT (Winooski, VT, EUA).

Bano de agua termostatizado Daihan Scientific WB-11 (Seul, Corea del Sur).
Balanza analitica Shimadzu AUX220 (Osaka, Japon).

Centrifuga Unico Power Spin DX C8706E (Dayton, NJ, EUA).

Agitador vértex Qilinbeier-5 (Hangzhou, China).

Plancha agitadora y calefactora Thermolyne Cimarec® 2 (Dubuque, IA, EUA).
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2.3 Criterios de seleccion de las donantes por parte del BLH-CHPR

Los criterios de inclusiéon fueron los siguientes:

> Madres saludables en periodo de lactancia, con edades comprendidas entre 18 y 38

anos.

> Madres sanas amamantando o extrayendo leche con secrecidn lactea superior a las

exigencias de su hijo, dispuestas a donar el excedente en forma voluntaria.

> Madres con exdmenes seroldgicos negativos para VIH, hepatitis B y sifilis, que no
consumian alcohol ni medicamentos contraindicados para la lactancia, no
fumadoras y que cumplian con las normas de higiene requeridas para la extraccion

y conservacion de la leche.

Los criterios de exclusidn fueron los siguientes:

> Muestras de leche que cumplian con los criterios de rechazo organoléptico (aspecto,
color, olor), muestras con valor de acidez igual o mayor a 8 °D, donantes que no
cumplian con las especificaciones dadas por la Red Global de Bancos de Leche

Humana (rBLH, 2024).

2.4 Muestreo

El BLH-CHPR recomienda a las madres donantes como cuidado previo al ordefie
almacenar las muestras Unicamente en frascos de vidrio con tapas de plastico, retirar el
carton que llevan dentro las tapas, lavar los frascos y luego hervirlos por 15 minutos, dejar
escurrir y tapar hasta su utilizacion. En cuanto al lugar para la recoleccion, debe realizarse,
de ser posible, junto al recién nacido en un area limpia y tranquila. Respecto a la técnica de
ordefie, se aconseja el lavado previo de manos con agua y jabdn, masajear circularmente la
mama y luego desde la base hasta el pezdn durante varios minutos, y finalmente realizar la
extraccion cuando las mamas se encuentran cargadas de leche, aproximadamente cada 3
horas. Para la extraccién, en la union de la piel y la areola, se debe colocar el pulgar por
encima vy los otros dedos por debajo, realizando presidon hacia atras (en direccion hacia el
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cuerpo) y soltando en forma ritmica, siendo este el método mas higiénico. En caso de
realizar la extraccion con pezoneras u ordefiadoras eléctricas, se debe seguir una higiene
estricta de todo el circuito de extraccidn segin normas del fabricante. En todos los casos,
se debe descartar las primeras gotas, luego destapar el frasco y colocar en éste la leche. No
se debe llenar mas de tres cuartos del frasco. Se debe rotular el frasco con la fecha de la
extraccién y nombre completo de la madre y colocarlo en freezer o congelador. Se puede
juntar leche de mas de un dia (maximo 48 horas). Una vez extraida la leche y colocada en el
frasco, guardar en la heladera hasta enfriar para luego colocar sobre la leche ya congelada.

Nunca se debe colocar leche recién ordefiada sobre la congelada (ASSE, 2019).

En este trabajo se analizé un total de 40 muestras (10 calostros y 30 leches maduras)
provenientes de madres saludables con gestacién a término, proporcionadas por el BLH-
CHPR, el cual cuenta con protocolos de muestreo estandarizados y con un sistema
informatico que garantiza la trazabilidad de todo el proceso. Las donantes brindaron su
excedente de produccion de acuerdo con los criterios de inclusion del BLH y mediante
consentimiento informado accedieron a que una fraccion fuera destinada al presente
estudio de investigacidn, aprobado previamente por el Comité de Etica del CHPR. Cada
muestra correspondié a un pool de 3 extracciones realizadas durante un mismo dia,
conservadas a -20 °C hasta su procesamiento. Se utilizdé un volumen total de 12 mL para
cada fraccidén, cruda y pasteurizada. La pasteurizacion tipo Holder fue realizada a una
temperatura de 62,5 °C durante 30 minutos en bafio de agua, con el objetivo de inactivar la
totalidad de los organismos patdgenos. Culminado el proceso las muestras se enfriaron
rapidamente para volver a entrar en la cadena de frio. Finalmente, las mismas fueron
trasladadas y almacenadas en tubos de polipropileno a-18 °C en el laboratorio de Quimica
Analitica. Cabe destacar que este trabajo cuenta también con el aval de la Comisién de Etica
en la Investigacion en Seres Humanos de Facultad de Quimica, UdelaR (Resolucién niumero

18 del CFQ del 16 de abril de 2020, Exp. N2 101900-000832-19).
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2.5 Métodos analiticos

2.5.1 Determinacion de macronutrientes

2.5.1.1 Determinacidon de los porcentajes de grasa, lactosa y proteina

Para la determinacidon de estos importantes parametros de calidad, se utilizé el
analizador ultrasénico Lactoscan SP, el cual fue especificamente calibrado para este trabajo
con leche humana. Las medidas se realizaron directamente sobre las muestras, sin la
necesidad de tratamiento previo. Estas medidas se realizaron en el BLH-CHPR con apoyo

del Lic. Arturo Puyol.

2.5.2 Determinacion de metales, semimetales y no metales

2.5.2.1 Determinacion de As, Cu, Fe, Se, Pb y Zn

Para la determinacion analitica de estos elementos, fue necesario un
pretratamiento de las muestras, debido al alto contenido de materia organica. Se buscé
contar con un método que lograra liberar cuantitativamente todos los analitos en estudio,
con una unica extraccidn. Se debe tener especial cuidado de no perder los elementos
volatiles como arsénico y selenio (Krug & Piovezani Rocha, 2016). Se desarrolld con este fin
un método de preparacion de la muestra mediante digestion acida asistida por microondas,
gue permitié mediante un procedimiento Unico, obtener una disolucion en la que se pudo
determinar directamente cobre, hierro y zinc mediante espectrometria de absorcion
atémica de llama (FAAS), arsénico y plomo mediante espectrometria de absorcién atdomica
con atomizacion electrotérmica (ETAAS) y selenio mediante espectrometria de absorcion
atémica de llama acoplada a generacién de hidruros (HG-AAS) (luego de una prerreduccion

adecuada).

Para la preparacién de la muestra se colocé 1,00 mL de leche en los vasos de
reaccidn y se agregd 9,00 mL de HNOs 4,2 mol L. Para la programacién de temperatura se
utilizé una rampa de 15 min hasta alcanzar 200 °Cy luego 10 min a 200 °C, a una presién de
500 psi, variando la potencia entre 400 y 1800 W. Se realizaron blancos de reactivos junto

con las muestras.
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Las determinaciones analiticas de cobre, hierro y zinc se realizaron mediante
espectrometria de absorciéon atémica de llama (FAAS). Las lineas analiticas fueron 324,75
nm (Cu), 248,33 nm (Fe) y 213,86 nm (Zn). Se utilizaron lamparas de catodo hueco Perkin
Elmer Lumina™ (Norwalk, CT, EUA). La composicién de la llama fue acetileno (2,5 L mint) —

aire (10,0 L min't) (Machado et al., 2016).

Las determinaciones analiticas de arsénico y plomo fueron realizadas mediante
espectrometria de absorcion atémica electrotérmica (ETAAS) con correccion de fondo de
deuterio. Se utilizaron ldmparas de catodo hueco Photron (Narre Warren, Australia) siendo
las lineas analiticas 193,7 nm (As) y 283,3 nm (Pb). La absorbancia integrada (area de pico)
fue utilizada para la evaluacion de las sefales y la cuantificacion. Se utilizaron tubos de
electrografito (Thermo Scientific, EUA). Se utilizé argdn 99,998 % (Linde, Uruguay) como gas
de purga y protector. Las temperaturas de pirdlisis y atomizacién para As fueron 1100 °Cy
2400 °C, mientras que las temperaturas de pirdlisis y atomizacion para plomo fueron 900
°C y 1400 °C, respectivamente. El modificador empleado para arsénico fue paladio (5 ug)
(Gurbay et al., 2012), mientras que para plomo se utilizé una mezcla paladio + acido citrico

(27 pug + 5 pg) (Turan et al., 2001).

En el caso del selenio, una vez concluida la digestién previamente descrita, se realizé
una etapa de prerreduccidn para convertir cuantitativamente todo el elemento al estado
de oxidacion IV para la formacién del hidruro correspondiente (Dedina & Tsalev, 1996). Para
esta etapa se tomaron 5,00 mL del digesto y se agregdé 1 mL de HCl 37 % (m/v) en matraz
Erlenmeyer. La mezcla se colocd en plancha calefactora, y se mantuvo a ebullicién
controlada durante 1 hora. Posteriormente se dejé enfriar y se completé el volumen con
agua ultrapura. La reduccion en linea para la generacion del hidruro H;Se fue realizada con
NaBHs 2 % (m/v) en NaOH 0,5 % (m/v). Las determinaciones se realizaron mediante
espectrometria de absorcion atémica con generacién de hidruros (HG-AAS) utilizando el
sistema Perkin EImer MHS-15 acoplado al espectrometro Perkin Elmer AAnalyst 200. Las
condiciones operativas fueron: longitud de onda 196,0 nm, corriente de la lampara de
descarga sin electrodos Perkin Elmer (Norwalk, CT, EUA) de 400 mA, ancho de rendija de

0,5 nmy llama acetileno (2,5 L mint) — aire (10,0 L min™!) y flujo de nitrégeno (gas portador)
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de 60 mL mint. El atomizador consistid en una celda tubo de cuarzo en forma de “T” con
un camino optico de 165 mm y un diametro de 12 mm, calentada aproximadamente a 900

°C mediante la llama.
2.5.2.2 Determinacion de |

La determinacién de yodo se realizd6 mediante espectrometria de absorcion
molecular (MAS) segun la modificacién descrita por Ohashi et al. (2000) del método original
de referencia de Sandell & Kolthoff (1937). El método se basa en el fuerte efecto catalitico
del yoduro sobre la reaccidn entre el sulfato cérico y un exceso de acido arsenioso en acido
sulfurico diluido. Para esto se prepard previamente una solucién de persulfato de amonio
1,3 M en agua, una solucion de acido arsenioso 0,05 M a partir de trioxido de arsénico
disuelto en NaOH 0,875 M a la cual se agregd H.SO4 concentrado (concentracién final 3,2 %
v/v) y NaCl (concentracién final 25 g L), y una solucién de sulfato de amonio y cerio (IV)
0,019 M en H,S04 1,75 M. Para la curva de calibracién se prepard una solucién stock de
yodo de 1000 mg L a partir de KIOs. El procedimiento consistié en una digestion de 0,50
mL de muestra con 1,00 mL de persulfato de amonio 1,3 M en bafio de agua a 90 °C durante
una hora. Luego se dejo enfriar y se transfirié 0, 50 mL del digesto (o estandar) a un tubo
de polipropileno, junto con 1,00 mL de acido arsenioso 0,05 M y 0,50 mL de sulfato de
amonio cérico 0,019 M. Se incubd a temperatura ambiente durante 30 minutos y se midio
la absorbancia en un espectrofotometro Unico 1205 a 405 nm. Se utilizd una celda

semimicro de poliestireno de 1 cm de camino dptico.
2.5.2.3 Determinacion multielemento de As, Cu, Fe, Pb, Se y Zn mediante MP-AES

Con el fin de contar con un método multielemento mas alineado con los principios
de la Quimica Analitica Verde se desarrollé un método alternativo mediante MP-AES que
permitio la determinacién secuencial de arsénico, cobre, hierro, plomo, selenio y zinc. En
esta etapa no se pudo incorporar el yodo debido a la incompatibilidad con la técnica
analitica. Con este fin, se utilizaron los mismos digestos de leche descriptos anteriormente

en la seccion 2.5.2.1 para las determinaciones analiticas.
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Las determinaciones totales de cobre, hierro, plomo y zinc se realizaron mediante
MP-AES utilizando el espectrometro Agilent 4210 equipado con un nebulizador inerte
Agilent One Neb (Santa Clara, CA, EUA) con una cdmara de pulverizacion ciclénica de vidrio
de doble paso y una antorcha estandar. El espectrémetro utilizd nitrogeno generado en
linea por el generador Agilent 4107, que toma aire del ambiente a través de un compresor
Diirr Technik KK70 TA-200 K (Bietigheim-Bissingen, Alemania). El flujo de gas de plasma se
fijé en 20 Lmin™!y el caudal de gas auxiliar en 1,5 L min~2. Se aplicaron los siguientes ajustes
operativos: velocidad de la bomba de 30 rpm, tiempo de captacion de 15 s, tiempo de
estabilizacién de plasma con aspiracion de muestra de 5 s y tiempo de lectura de 3 s (por

triplicado). Se utilizo la correccién de fondo automatica provista por el equipo.

Para las determinaciones de arsénico mediante HG-MP-AES se realizd una etapa de
prerreduccidn para convertir cuantitativamente todo el elemento al estado de oxidacién IlI
para la formacion del hidruro correspondiente (Dedina & Tsalev, 1995). Para esta etapa se
tomaron 5,00 mL del digesto y se agregd 1 mL de HCI 37 % (m/v) en matraz Erlenmeyer. La
mezcla se colocd en plancha calefactora, y se mantuvo a ebullicién controlada durante 1
hora. Posteriormente se dejd enfriar, se completd el volumen con agua ultrapura, se agrego
500 pL de solucién de KI 20 % (m/v) y se dejo reposar durante 1 hora. La reduccidén en linea
para la generacion de la arsina (HsAs) fue realizada con NaBH4 2 % (m/v) en NaOH 0,5 %
(m/v) utilizando la linea analitica correspondiente a 193, 695 nm (Mikheev et al., 2017;
Tanabe et al., 2016). Se utilizd un espectrometro Agilent 4210 con generador de nitrogeno
en linea Agilent 4107 alimentado con el compresor de aire Durr Technik, una antorcha
estandar y una camara de nebulizacién multimodo para la generacién de hidruros. Esta
camara posee dos canales, uno para la muestra y otro para el agente reductor. Todas las

muestras y blancos fueron analizados por triplicado (Tissot et al., 2020).

Para las determinaciones de selenio mediante HG-MP-AES se llevd a cabo la misma
prerreduccion descrita en la seccidén 2.5.2.1, mientras que la reduccién en linea para la
generacion del hidruro correspondiente (H,Se) fue realizada con NaBH4 2 % (m/v) en NaOH

0,5 % (m/v). Los parametros instrumentales para cada elemento se detallan a continuacion
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en la Tabla 2. Las condiciones operativas fueron las mismas que se describieron en el parrafo

anterior para la determinacién de arsénico.

Tabla 2. Parametros instrumentales para la determinacién de elementos por MP-AES.

Parametro As Cu Fe Pb Se Zinc

Longitud de onda
193,695 324,754 371,993 405,781 196,026 213,857

(nm)
Posicién de
10 0 0 0 -70 40
visualizacion
Flujo del nebulizador
0,70 0,70 0,85 0,80 0,45 0,40

(L min')

Para la cuantificacidon se prepararon curvas de calibracion por dilucion en serie de
una disolucién estdndar multielemento de 1000 mg L™ en HNOs 0,01 mol L. Para la
evaluacion de la veracidad y la precision del método analitico se utilizd6 el material de

referencia estandar NIST 1846.

2.5.3 Determinacion de vitaminas

2.5.3.1 Determinacion de retinol, B-caroteno y a-tocoferol

En este caso fue necesario llevar adelante un procedimiento de extraccidon que
incluyé una etapa de saponificaciéon y de preconcentracidn previo a la cuantificacién, dado
gue estas vitaminas se encuentran en relativas bajas concentraciones, asociadas a
lipoproteinas, membranas celulares y otras estructuras. Asimismo, se degradan facilmente
con la luz, el oxigeno y elevadas temperaturas, por lo cual se tuvieron varios cuidados. El
procedimiento optimizado consistio en mezclar 3,00 mL de leche con 0,15 g de acido
ascérbico (como agente antioxidante) y 6,00 mL de una disolucién de KOH 16 % (m/v) en
metanol, y calentar durante 30 minutos a 40 °C. Luego se dejo enfriar y se adicionaron 3,00
mL de hexano, se homogeneizd en vértex y se dejo reposar por otros 30 minutos. La fase
organica fue retirada con pipeta Pasteur y colocada en un tubo limpio. El disolvente se
evapord mediante corriente de nitréogeno y en ausencia de luz. El residuo se reconstituyo

en 1 mL de metanol. Finalmente, las disoluciones obtenidas fueron filtradas mediante filtros
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de nylon de 0,45 um y colocadas en viales dmbar. Las determinaciones analiticas se
realizaron mediante cromatografia liquida de fase reversa con deteccion de arreglo de
diodos (HPLC-DAD), empleando una columna Thermo BDS HYPERSIL C-18 (150 x 4,6 mm; 5
um). Las condiciones del sistema fueron: fase mavil acetonitrilo:metanol (65:35 v/v),
velocidad de flujo de 1,5 mL min't y volumen de inyeccién de 100 pL. Las longitudes de onda
de medida fueron 210 (a-tocoferol), 325 nm (retinol) y 450 nm (B-caroteno) (Martinez-

Rojano, 2016; Xavier et al., 2018).
2.5.3.2 Determinacion de acido ascérbico

Se llevaron a cabo extracciones con un acido diluido. Para ello se tomd 1,00 mL de
muestra y se agregé 1,00 mL de H3P0O40,5 % (v/v) a pH=2,8. Las mezclas obtenidas fueron
agitadas en vortex durante 1 minuto y luego centrifugadas a 3700 rpm durante 15 minutos.
Para las determinaciones analiticas se empled cromatografia liquida con detector de arreglo
de diodos (HPLC-DAD), utilizando como fase mévil una mezcla de acido acético 0,1 % (v/v):
metanol (95:5) a un flujo de 1,2 mL min! en modo isocratico. Como fase estacionaria se
utilizé una columna Zorbax Eclipse Plus C18 (4,6 x 250 mm, 5 um) (Agilent Technologies,

EUA). La longitud de onda de trabajo fue de 254 nm (Romeu-Nadal et al., 2006).
2.5.3.3 Determinacion de acido félico

Para la extraccidon de acido félico se colocd 1,0 mL de muestra en un tubo cénico de
polipropileno, se afiadié 0,1 g de acido tricloroacético (TCA) y la mezcla se agité durante 10
min en agitador mecanico. Posteriormente, la mezcla se centrifugd durante 10 min a 2000
gy se recuperé el primer sobrenadante. Al precipitado obtenido se le afnadié 1 mL de TCA
4 % m/v, se mezcld durante 10 min y se centrifugd nuevamente en iguales condiciones.
Luego de la centrifugacién, se combinaron ambos sobrenadantesy se llevaron a un volumen
final de 5,0 mL con TCA 4 % m/v. La solucidn resultante se filtré con filtro de membrana de
0,45 pum de tamano de poro, previo al analisis mediante HPLC-DAD. La configuracion del
sistema cromatografico fue de fase reversa. Se utilizé una columna C18 (100 mm x 4,6 mm;
5 um). La masa movil estuvo compuesta por metanol: solucion de trietilamina 0,5 % v/v +

acido acético glacial 2,4 % v/v (85:15). Los analisis se realizaron en modo isocratico a un
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flujo de 0,9 mL min. El volumen de inyeccién fue de 50 pL. Las determinaciones se

realizaron a 283 nm (Vincenzetti et al., 2020).
2.5.3.4 Determinacion de cobalamina

Para la determinacién de cobalamina se utilizé un kit comercial basado en un
inmunoensayo enzimatico «SENSISpec ELISA Vitamin B12» (Eurofins Technologies,
Budapest, Hungria). Este ensayo consiste en la utilizacion de una microplaca de 96 pocillos
gue tiene adherida en su superficie un anticuerpo dirigido contra la vitamina B12 (Eurofins,
2020). Las muestras o patrones que contienen vitamina B12 y un conjugado de peroxidasa
de vitamina B12 se introducen en los pocillos de la placa. La vitamina B12 marcada con la
enzima vy la vitamina libre compiten por los sitios de unién de anticuerpos. Después de 1
hora de incubacion a temperatura ambiente, los pocillos se lavan con una solucién de
lavado (buffer PBS) diluida para eliminar el material no adherido. Luego se agrega una
soluciéon conteniendo sustrato (3,3',5,5'-tetrametilbencidina) y se incuba durante 20
minutos, lo que resulta en el desarrollo de un color azul. El desarrollo del color se inhibe
mediante la adicidon de una solucién de parada (H2S04 0,5 M), y el color se vuelve amarillo.
El color amarillo se mide espectrofotométricamente a 450 nm en un lector de microplacas.
Se utilizd un lector BioTek Synergy HT. La concentracion de vitamina B12 es inversamente
proporcional a la intensidad del color de la muestra. Para la preparacidon de la muestra,
previamente se colocd 1,0 mL de ésta en un tubo cénico de polipropileno y se centrifugd
durante 10 min a 2000 g. La capa de grasa superior fue aspirada y descartada, y se realizd
una toma de 50 plL de la capa acuosa remanente para colocar en los pocillos de la

microplaca.
2.5.3.5 Optimizacion de las condiciones de extraccidn de vitaminas

Para la optimizacién de las condiciones de extraccion se realizaron disefios
factoriales multivariados (dos variables y dos niveles). Para cada uno de los tres
procedimientos de extraccidn se ensayaron diferentes variables: temperatura y tiempo de
saponificacién (extraccion conjunta de retinol, B-caroteno y a-tocoferol), tiempo de

agitacién y numero de extracciones (extraccién de acido félico), volumen de H3PO. y tiempo
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de centrifugacidn (extraccidn de acido ascorbico). La respuesta evaluada fue el porcentaje
de recuperacion %R comparandolo con los valores certificados del SRM correspondiente.
Las condiciones experimentales se muestran en la Tabla 3. Las condiciones seleccionadas
fueron elegidas después de una revision exhaustiva de la literatura cientifica existente sobre
el tema, con el objetivo de encontrar las condiciones de tratamiento de muestras mas
simples, utilizando la menor cantidad posible de solventes y los tiempos de extraccion mas
cortos que proporcionaran resultados cuantitativos de acuerdo con los principios de la

Quimica Analitica Verde.

Tabla 3. Condiciones experimentales utilizadas para cada disefio factorial 22.

Retinol, B-caroteno, a-tocoferol Acido félico Acido ascérbico
Ti Vol
. Temperatura de Tiempo de lempo . olumen Tiempo de
Experimento e, e, de Numero de de . .,
saponificacién  saponificacion . . centrifugacién
C) (min) agitacion  extracciones H3PO4 (min)
(min) (mL)
1 30 20 5 1 1 10
2 40 20 10 1 2 10
3 30 30 5 2 1 15
4 40 30 10 2 2 15

Utilizando SRM NIST 1849a.

2.5.4 Analisis estadistico

La distribucion normal de los datos obtenidos se verific6 mediante la prueba de
Kolmogdrov-Smirnov. Las diferencias entre las concentraciones de analitos en las muestras
se probaron mediante un andlisis de varianza unidireccional (ANOVA) seguido de la prueba
t de Student. Ademas, se utilizé la prueba t de Student para comparar las medias
experimentales obtenidas para el material de referencia estandar con los valores
certificados correspondientes durante la evaluacion de veracidad. Las diferencias entre las
concentraciones medias a un nivel de significancia del 5 % (p < 0,05) se consideraron
estadisticamente significativas (Miller & Miller, 2010). Los analisis estadisticos se realizaron

utilizando MS Excel®.
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RESULTADOS Y DISCUSION



3 RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccidn se describen y discuten los principales resultados obtenidos a lo largo
del trabajo de tesis, comparando contra reportes de la literatura internacional y

resaltando la importancia de la informacidn generada en cada caso.

3.1 Determinacion de macronutrientes

Previo al traslado de las muestras a Facultad de Quimica, se realizd la determinacién
del porcentaje de grasas, lactosa y proteinas en las mismas utilizando el equipo Lactoscan
SP. Los resultados se resumen en la Tabla 4, estando en acuerdo con los reportes de Picciano

(2001) para estos parametros.

Tabla 4. Resultados de macronutrientes en las muestras analizadas.

Parametro Calostro (% m/v) Madura (% m/v)
Grasa 45+1,1 7,0£0,5
Lactosa 8,5+0,4 7,8+0,5
Proteinas 1,7+0,3 1,3+0,2

Valores expresados como: promedio + desviacién estandar, n = 10 (calostro), n=30 (madura), crudas.

El contenido de grasa en la leche materna aumenta significativamente desde el
calostro hasta la leche madura, y este contenido es esencial para proporcionar la energia y
los nutrientes necesarios para el crecimiento y desarrollo del bebé. El calostro tiene un
contenido de grasa mas bajo en comparaciéon con la leche madura, el cual puede variar
entre 2 —5 % m/v. Es rico en proteinas, vitaminas, oligoelementos y anticuerpos, lo que es
crucial para el recién nacido en términos de inmunidad y desarrollo. Por su parte, la leche
madura tiene un contenido graso mas alto que el calostro, generalmente entre 3,5-4,5 %
m/v. Sin embargo, este contenido puede variar ampliamente dependiendo de varios
factores como la dieta de la madre, el tiempo del dia y la etapa de la alimentacion (inicio,
mitad o final de la toma). La leche madura es equilibrada en cuanto a grasas, proteinas y
carbohidratos, proporcionando la nutricidn necesaria para el crecimiento y desarrollo del

bebé (Guo, 2014).
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3.2 Determinacion de metales, semimetales y no metales

3.2.1 Optimizacion y validaciéon de los métodos analiticos para elementos esenciales
En esta etapa del trabajo, se evalud el efecto de la pasteurizacion sobre los niveles
de los elementos cobre, hierro, selenio, yodo y zinc. Para ello, fue necesaria la optimizacion

y validacién de los métodos analiticos correspondientes.

Es importante la composicion de la llama en las determinaciones mediante FAAS, ya
gue de ésta dependera el grado de atomizacion de los analitos. La mezcla aire (oxidante) —
acetileno (combustible) permite alcanzar temperaturas entre 2100 — 2400 °C (Welz &
Sperling, 1999). La composicion de esta llama es lo suficientemente energética como para
atomizar en forma eficiente los elementos cobre, hierro y zinc, permitiendo su
determinacidn cuantitativa en las muestras de leche humana. En este trabajo se utilizaron
las condiciones recomendadas por el software WinLab32, con llama acetileno (2,5 L min™?)
— aire (10,0 L min™), trabajando a las lineas de resonancia de cada elemento, las cuales
condujeron a resultados cuantitativos, de acuerdo con la evaluacion del SRM

correspondiente.

Los métodos mas comunes para la determinacion de yodo se basan en la reaccion
de Sandell — Kolthoff (Sandel & Kolthoff, 1937). Sin embargo, las sustancias que interfieren
con esta reaccion suelen afectar el rendimiento analitico. En este sentido, se recomienda
realizar una digestion previa de la muestra con acido cldrico, que, si bien proporciona una
medicidn veraz, también genera fuga de cloro gaseoso y riesgos para el analista (Ohashi et
al., 2000). Por otro lado, se ha reportado un método alternativo que utiliza digestién con
persulfato de amonio el cual constituye un método no peligroso, no explosivo y facil de usar
(Pino et al.,, 1996). La digestion con persulfato hace posible una determinaciéon
comparativamente no peligrosa, sin presencia de cloro gaseoso, por lo cual fue seleccionada
en este trabajo, con el objetivo de alinearse en mejor medida a los principios de la Quimica
Analitica Verde. Tratandose de un método de referencia con altisima aplicabilidad, no fue
necesario realizar una gran optimizacion de las condiciones experimentales, sino apenas

una adecuacion al uso. Si se optimizd la concentracion y el volumen de la disolucion de
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persulfato de amonio utilizada durante la digestion, de forma de obtener una extracciéon
cuantitativa con extractos limpidos. El método de Sandell — Kolthoff se basa en el fuerte
efecto catalitico del yoduro sobre la reaccidn entre el sulfato cérico y un exceso de acido
arsenioso en acido sulfurico diluido. Midiendo el efecto catalitico del yoduro sobre la
reaccion Ce(IV) + As(lll) = As(V) + Ce(lll) se pueden determinar cuantitativamente el analito,
debido a que este decolora la solucidn, inicialmente amarilla, en pocos minutos. De esta
forma, la variacién de color se puede monitorear espectrofotométricamente. Finalmente,
luego de la construccion de una curva de calibracién adecuada, y asumiendo que la
actividad catalitica del yodo presente es directamente proporcional a su concentracién en

la muestra, se puede calcular dicha concentracion.

La evaluacion del desempefio de las extracciones se realizd mediante estudios de
veracidad, comparando la concentracion obtenida para cada analito con el método
propuesto y la certificada en el material de referencia estandar. Esta comparaciéon se
expresé como porcentaje de recuperacién R (%). Una vez optimizado el método analitico
de extraccidn, se continud con la etapa de validacién. Los parametros de desempefo
evaluados fueron: linealidad, limite de deteccion (LD) y de cuantificacién (LC), precision y
veracidad, utilizando como referencia la Guia Eurachem de la Unién Europea (Eurachem,
2014).EnlaTabla 5 se resumen los parametros de desempefio de los métodos desarrollados

para los elementos estudiados.

Tabla 5. Parametros de desempeiio obtenidos para los elementos esenciales.

Parametro Cu Fe | Se Zn
Rango lineal (mg L) 0,010-2,0 0,018-1,0 0,002-0,600  0,0012-0,015 0,013-1,0
LD (mg L?) (30, n=10) 0,0030 0,0054 0,005 0,00036 0,0040

LC (mg L) (100, n=10) 0,010 0,018 0,002 0,0012 0,013
Precision (RSD%, n=6) 2,5% 4,7* 5,2 7,3* 3,2*
Veracidad (Rec%, n=6) 101* 99* 99 98* 102*

Técnica FAAS FAAS MAS HG-AAS FAAS

LD: Limite de Deteccidn, LC: Limite de cuantificacion.
* Utilizando CRM NIST 1549a.
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3.2.2 Optimizacion y validacién de los métodos analiticos para elementos toxicos
En esta segunda etapa del trabajo, se evalud el efecto de la pasteurizacion sobre los
niveles de los elementos arsénico y plomo. Para ello, fue necesaria la optimizacién y

validacion de los métodos analiticos involucrados.

Se selecciond la técnica ETAAS para las determinaciones de As y Pb debido a los
bajos niveles esperados de estos contaminantes en leche humana. Esta tecnologia requiere
el uso de modificadores quimicos para disminuir la volatilizacién del analito y eliminar las
interferencias de la fase gaseosa. Estos modificadores permiten la estabilizacidn térmica de
analitos volatiles, como los estudiados en este trabajo, permitiendo la aplicacion de
temperaturas de pirdlisis mas altas y asi la conversion de interferencias de la matriz en
especies mas volatiles. En la literatura se han descrito muchos modificadores quimicos para

las determinaciones de As y Pb (Welz & Sperling, 1999).

El modificador de niquel ha sido ampliamente utilizado para las determinaciones de
arsénico por ETAAS, sin embargo, no siempre produce resultados dptimos. En cambio, el
modificador de paladio o paladio — magnesio permite el uso de temperaturas de pirdlisis de
hasta 1200 — 1400 °C y una temperatura de atomizacion éptima de hasta 2200 — 2500 °C,
estabilizando especies de As tanto orgdnicas como inorganicas. En el caso del plomo, el
modificador paladio — magnesio se ha aplicado exitosamente en una amplia variedad de
muestras. Con este modificador se pueden emplear temperaturas de pirdlisis de hasta 1100
— 1400 °C, lo cual permite la separacion de especies concomitantes que pueden interferir
en gran medida. El efecto estabilizador de este modificador también permite una
temperatura de atomizacidn relativamente alta de hasta 2000 °C (Machado et al., 2016b;

Tissot & Machado, 2020; Welz & Sperling, 1999).

Por lo tanto, se comenzd evaluando el modificador paladio — magnesio para ambos
analitos en estudio, utilizando 5 pug de Pd(NOs). y 3 ug de Mg(NOs).. Sin embargo, se
observaron en ambos casos bajas recuperaciones al analizar el SRM. En segunda instancia
se evalué el modificador de paladio, utilizando 5 pg de Pd(NOs),. Este modificador fue muy

eficiente para la determinacion de arsénico, pero no para la determinacion de plomo,
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observandose nuevamente bajas recuperaciones. En este contexto, se decidid probar la
mezcla paladio — acido citrico para las determinaciones de plomo, utilizando 27 ug de
Pd(NOs).y 5 pg de acido citrico, de acuerdo con lo reportado por Turan et al. (2001), la cual
resulté muy eficiente para este analito. El acido citrico actia como un agente quelante, que
puede formar complejos solubles con el plomo, lo cual ayuda a minimizar las pérdidas de
analito y las interferencias quimicas que podrian afectar la precision de la medida. El paladio
facilita la descomposicidon de la matriz de la muestra y la liberacion del plomo en forma
atdémica, lo que resulta en sefiales mas intensas y estrechas (Acar et al., 1996). El uso del
modificador de paladio — acido citrico puede aumentar la sensibilidad en la determinacién
de plomo al reducir las pérdidas durante el calentamiento y mejorar la eficiencia de la
atomizacion; (Tsalev & Slaveykova, 1992). Una vez seleccionados los modificadores
quimicos se optimizaron exhaustivamente las temperaturas de pirdlisis y atomizacion
mediante la construccion de curvas de pirdlisis/atomizacion en el rango 600 — 3000 °C,
utilizando intervalos de 200 °C. Posteriormente, se realizé un ajuste fino que condujo a las
condiciones descritas en previamente en la seccion 2.5.2.1. No hubo diferencias
significativas en las temperaturas éptimas de pirdlisis utilizando las disoluciones estandar o
las disoluciones de muestra, mientras que las temperaturas necesarias para alcanzar una
atomizacion cuantitativa fueron las mismas para ambas disoluciones, lo cual demostré la

ausencia de efectos matriz en las determinaciones.

La evaluacion del desempefio de las extracciones se realizd mediante estudios de
veracidad, comparando la concentraciéon obtenida para cada analito con el método
propuesto y la certificada en el material de referencia estandar. Esta comparaciéon se
expresd como R (%). Una vez optimizado el método analitico de extraccion, se continud con
la etapa de validacion. Los parametros de desempefio evaluados fueron: rango lineal, LD y
LC, precision y veracidad, utilizando como referencia la Guia Eurachem de la Unién Europea
(Eurachem, 2014). En la Tabla 6 se resumen los parametros de desempefio de los métodos

desarrollados para estos elementos.
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Tabla 6. Parametros de desempeiio obtenidos para los elementos téxicos.

Parametro As Pb

Rango lineal (mg L) 0,0012-0,030 0,0008-0,040

LD (mg L?) (30, n=10) 0,00036 0,00024
LC (mg L) (100, n=10) 0,0012 0,00080
Precision (RSD%, n=6) 7,3* 6,7*
Veracidad (Rec%, n=6) 98* 97*
Técnica ETAAS ETAAS

LD: Limite de Deteccidn, LC: Limite de cuantificacion.
* Utilizando CRM NIST 1549a.

3.2.3 Determinaciones de elementos esenciales en leche humana donada

Luego de las validaciones correspondientes, se analizaron muestras proporcionadas

por el Banco de leche humana. Se ha generado, hasta el momento, una base de datos

conteniendo las concentraciones de los analitos en estudio en 40 madres (10 calostros y 30

leches maduras), antes y después de la pasteurizacién.

En la Tabla 7 se presentan las concentraciones promedio obtenidas para cada uno

de los analitos evaluados, separadas por calostro y leche madura, asi como el porcentaje de

pérdida luego de la pasteurizacion.

Tabla 7. Concentraciones obtenidas para los analitos en las muestras crudas (C) y pasteurizadas

(P).

Concentracién (mg L) Pérdida Concentracion (mg L) Pérdida
Analito promedio promedio
Calostro (C) Calostro (P) o Madura (C) Madura (P) o

(%) (%)

Cu 0,45+0,12 0,44 +£0,10 2,2 0,40+0,10 0,39 +£0,09 2,5
Fe 2,5+0,2 2,4+0,8 4,0 1,9+0,8 1,8+0,8 5,2

| 0,1962 £ 0,005 0,1866 = 0,0042 4,8 0,1543 £0,0117 0,1479 £0,0104 4,1

Se 0,0164 £0,0017 0,0146 +£0,0016 10,4* 0,0132 £0,0016 0,0121 +0,0015 8,8*
Zn 6,2+1,1 6,1+0,9 1,6 45+0,9 4,4+0,9 2,2

Valores expresados como: promedio + desviacion estandar, n = 10 (calostro), n=30 (madura).

Pérdida (%) = [(Concentracidn (C) — Concentracion (P)) / Concentracidn (C)] x100.
*Pérdidas estadisticamente significativas segun la prueba t de Student (p<0,05).

Los valores obtenidos para cobre, hierro y zinc se encontraron dentro lo reportado

por Alves Peixoto et al. (2019) y Picciano (2001) quienes analizaron muestras de leche
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humana, que, si bien no pertenecen a madres uruguayas, sirven como valores de referencia.
En lo que respecta a estos elementos, generalmente se acepta que el lactante se encuentra
bien protegido por los procesos homeostaticos maternos (Almeida et al., 2008). La glandula
mamaria parece haber desarrollado mecanismos para regular las concentraciones de estos
elementos en la leche con el fin de realizar un suministro adecuado al lactante
independientemente del estado materno (Lonnerdal, 2000). Se supone que el paso de estos
oligoelementos de la sangre a la leche no se produce por difusidn pasiva sino por transporte
regulado a través del epitelio de la glandula mamaria. Por lo tanto, no se esperan
correlaciones positivas entre los niveles en la sangre y la leche materna (Domellof et al.

2004).

En cuanto a las determinaciones de selenio, los valores obtenidos concuerdan con
los niveles reportados por Mazej et al. (2004) para madres provenientes de varios paises
europeos, asi como con los niveles reportados por Alves Peixoto et al. (2019) para madres
brasileras y Torres et al. (1999) para madres espaiolas. Al igual que para los otros
oligoelementos, los niveles de selenio fueron mayores en el calostro respecto a la leche
madura. De acuerdo con Picciano (2001), la concentracidn de selenio es mayor al inicio de
la lactancia (0,010 a 0,040 mg L), asociada con varias fracciones de proteinas, mientras que
los valores medios en la leche maduras son ligeramente mas bajos (0,007 — 0,030 mg L1),
presentando gran variabilidad en ambas etapas dependiendo de la distribucion geografica

y de la dieta materna (Alves Peixoto et al., 2019).

El yodo en la leche humana se encuentra predominantemente en forma de yoduro,
gue constituye la forma de yodo mas comunmente transportada en los fluidos corporales.
Esta forma es facilmente absorbida por el cuerpo del lactante y es crucial para el desarrollo
adecuado del cerebro y del sistema nervioso. Asimismo, una pequefa fraccién del yodo
total puede encontrarse unido a proteinas y lipidos en la leche. Sin embargo, el yoduro es
la forma mayoritaria y mds biodisponible de yodo en la leche humana (Guo, 2014). El yodo
en la leche humana varia ampliamente segun la region geografica y la ingesta materna. En
areas donde prevalecen los trastornos por deficiencia de yodo, el contenido en la leche

humana es de aproximadamente 15 pg L' y en dreas con suficiente yodo, de
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aproximadamente 150 ug L. Los valores obtenidos en este trabajo se encontraron dentro
de lo reportado por Chen et al. (2020) para madres chinasy Fernandez-Sanchez et al. (2007)
para madres espafiolas, que, si bien no pertenecen a madres uruguayas, son de utilidad
como valores de referencia. Se considera que valores en el rango 100 — 200 pg L™ cumplen
con la suficiencia de yodo. Por lo tanto, las medias obtenidas de 196,2 ug L'ty 154,3 ug L%,
para calostro y leche madura, respectivamente, se corresponderian con madres con
suficiencia de este elemento. De igual forma, se observé un descenso significativo de los
niveles entre el calostro y la leche madura, lo cual esta de acuerdo con la literatura, ya que
se pueden esperar pérdidas de hasta un 50 % en un periodo de aproximadamente 6 meses

(Chen et al. 2020).

En base a diversas publicaciones se ha podido constatar que todos los
oligoelementos estudiados, con excepcién del cobre, se encontrarian en concentraciones
mas bajas en la leche madura (Almeida et al., 2008; Leotsinidis et al., 2005; Mazej et al.,
2004; Rossipal & Krachler, 1998; Yamawaki et al., 2005). La concentracion de cobre
pareceria estar influenciada por el tabaquismo, siendo mayor en los no fumadores
(Leotsinidis et al., 2005). Asimismo, todos los elementos estudiados mostraron una
tendencia a la disminucién de la concentracién en la leche durante el primer mes de
lactancia. Esta tendencia fue mas pronunciada para selenio y zinc, cuyos niveles
disminuyeron a aproximadamente 23 % y 44 % de sus concentraciones medias iniciales,
respectivamente (Almeida et al., 2008). En este trabajo de tesis, el descenso mas
pronunciado al pasar de calostro a leche madura fue para el zinc, equivalente al 27 %.
Asimismo, Rossipal & Krachler (1998) también informaron la ocurrencia de cambios en la
concentracion de los oligoelementos estudiados en la leche humana en diferentes etapas

de la lactancia, destacando una disminucién en la concentracion durante el curso de ésta.

La disminucion de la concentracion de oligoelementos en la leche humana durante
el curso de la lactancia se ha considerado consecuencia de una disminucién de la capacidad
de unidén de la leche, debido a la disminucidon de la concentracidon de proteinas y otros
ligandos (Rossipal & Krachler, 1998). En la leche humana, los oligoelementos estan unidos

principalmente a proteinas, y las proteinas principales de la leche disminuyen durante el
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primer mes de lactancia. La regulacion de la homeostasis de los oligoelementos en la leche
humana ha sido bastante estudiada, evaluando los procesos moleculares mediante los
cuales la glandula mamaria regula el transporte de oligoelementos a la leche. Estos
mecanismos incluyen la captacion de metales en las células epiteliales mamarias secretoras
y su posterior secrecidn en la luz alveolar de la glandula mamaria para su secuestro en la
leche (Kelleher & Lonnerdal, 2005). Mediante el uso de modelos animales, estos autores
encontraron evidencia experimental de que los cambios temporales en las concentraciones
de cobre, hierro y zinc en la leche estan regulados mediante cambios coordinados en la
expresion genética, los niveles de proteinas y la localizacidon de varios transportadores

especificos (Kelleher & Lonnerdal, 2005).

La informacion obtenida en esta etapa, en cuanto a composicion y variabilidad de
oligoelementos en la leche de madres donantes, es de gran relevancia ya que los principales
demandantes del servicio del BLH-CHPR son recién nacidos prematuros y vulnerables.
Contar con esta informacién es muy importante puesto que la leche humana es
potencialmente modificable siendo la intervencién factible tanto por modificacién de la
dieta materna (Allen, 2012), como mediante la fortificacion con multicomponentes (Moro
et al., 2015). En el primer caso para cualquiera de las madres que estuvieran amamantando,
y en el segundo caso considerando a los bebés prematuros ya que la leche materna no
fortificada no les proporciona cantidades suficientes de nutrimentos cuando se los alimenta
con los volimenes de alimentacion habituales (Arslanoglu et al.,, 2019). Asimismo, la
informacién generada en este trabajo permite tener datos sobre la composicion de
oligoelementos en la leche humana en Uruguay. Si bien existe proficua informacion a nivel
internacional es necesario considerar los multiples factores que influyen en la composicion
de la leche materna, entre ellos la geografica, que algunos investigadores consideran la mas
determinante (Zhang, 2014). Es cierto que las madres donantes al BLH-CHPR poseen un
sesgo estadistico considerable, pues son madres con excedentes en su produccion de leche
y seguramente con un estado nutricional adecuado, y no representan adecuadamente a la
media de las madres uruguayas. Pero ante una carencia total de datos, esta iniciativa

constituye un buen comienzo para la consecucién de datos con mayor representatividad.
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3.2.4 Evaluacion de las pérdidas de oligoelementos luego de la pasteurizacion

En lo que respecta a las determinaciones de cobre, hierro y zinc no se observaron
pérdidas estadisticamente significativas (p < 0,05) para estos elementos luego de la
pasteurizacion, tal como fuera previamente reportado por Alves Peixoto et al. (2019), lo
cual es muy importante, debido a las innumerables funciones bioldgicas previamente
mencionadas, como la produccién de enzimas y la regulacién del crecimiento. Es
importante sefialar que, si bien la concentracidn total de estos oligoelementos no vario
luego de la pasteurizacion, no significa que las propiedades nutricionales de la leche
humana donada se mantuvieron inalteradas, puesto que la biodisponibilidad de estos
elementos esta profundamente relacionada con sus especies quimicas. En particular, en el
caso de la leche materna humana, algunos elementos esenciales se encuentran
principalmente asociados a la fraccidon proteica de la leche y las proteinas son propensas a

la desnaturalizacién con el aumento de la temperatura (Alves Peixoto et al., 2019).

En el caso del yodo tampoco se observaron pérdidas estadisticamente significativas
(p < 0,05) luego de la pasteurizacion, lo cual es muy importante debido a sus innumerables
funciones bioldgicas. Estos datos estan de acuerdo con los reportados por Walther et al.
(2018) para leche vacuna. La pasteurizacion Holder presenta efectos minimos sobre la
estabilidad del yodo en la leche, no generando pérdidas significativas luego del tratamiento
(Guo, 2014). Para los bebés amamantados exclusivamente, la leche materna es la Unica
fuente de yodo. Por lo tanto, una concentracion dptima en la leche es esencial para que el

bebé sintetice hormonas tiroideas y mantenga un desarrollo fisico y neurolégico normal.

En lo que respecta a las determinaciones de selenio, se encontraron pérdidas
estadisticamente significativas (p < 0,05), si bien bajas, del 10,8 % para el calostro y del 8,8
% para la leche madura, lo cual concuerda con los reportes de Da Costa et al. (2003). A pesar
de estas pérdidas, los niveles serian aptos para los requerimientos del lactante de acuerdo
con los niveles de referencia internacionales (NIH, 2024). Las pérdidas de selenio en la leche
luego de la pasteurizacion pueden deberse a varios factores. En primer lugar, por
sensibilidad al calor. Si bien el selenio es generalmente estable, el proceso de pasteurizaciéon

Holder puede afectar su forma quimica en la leche y su volatilidad. En segundo lugar, la
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exposicion al oxigeno durante la pasteurizacién puede contribuir a la pérdida del elemento,
especialmente si se encuentra en formas organicas sensibles a la oxidacion. En tercer lugar,
puede ocurrir la adsorcion del elemento sobre la superficie del recipiente contenedor.
Finalmente, el selenio en la leche humana se encuentra asociado a proteinas, como la
selenoproteina, cuyas estructuras pueden verse afectadas por el tratamiento térmico,
afectando la capacidad de retencion de selenio. Esto a su vez puede afectar la

biodisponibilidad del oligoelemento (Cole, 2021; Guo, 2014).

Enlo que respecta a las perdidas por pasteurizacidn a nivel internacional, de acuerdo
con Mohd-Taufek et al. (2016) la pasteurizacién tuvo un efecto minimo en varios
oligoelementos como cobre, hierro, iodo, selenio y zinc en la leche de las madres donantes.
Sin embargo, Codo et al. (2018) observaron una reduccién significativa en los niveles de
otros elementos no abordados en esta tesis, luego de la pasteurizacidn, tales como calcio,

fosforo y potasio, lo cual justifica la importancia de realizar este tipo de monitoreos.

Es importante destacar que, a pesar de las pérdidas debidas a la pasteurizacién
observadas para el selenio, los niveles de todos los oligoelementos son adecuados y se
encuentran en el rango de valores reportados en otros estudios. De hecho, los resultados
obtenidos se encuentran dentro, o incluso por encima, de los rangos reportados por Kim &
Yi (2020), quienes recopilaron datos de la literatura internacional. Las ingestas adecuadas
para los elementos evaluados son: 0,2 mg/dia (0 — 6 meses) y 0,22 mg/dia (6 — 12 meses)
(cobre), 0,27 mg/dia (0 — 6 meses) y 11 mg/dia (6 — 12 meses) (hierro), 0,11 mg/dia (0 -6
meses) y 0,13 mg/dia (6 — 12 meses) (iodo), 0,015 mg/dia (0 — 6 meses) y 0,020 mg/dia (6 —
12 meses) (selenio), 2 mg/dia (0 — 6 meses) y 3 mg/dia (6 — 12 meses) (zinc) (NIH, 2024). En
este sentido, considerando un consumo diario de calostro en el rango de 40 a 300 mLy un
consumo diario de leche madura en el rango 600 a 1000 mL, podria decirse que la leche
donada por el BLH-CHPR estaria aportando las cantidades necesarias de los mencionados
oligoelementos, aun a pesar de las pérdidas observadas para el selenio. Cabe destacar que,

entre los 6 y 12 meses, la dieta se complementa con alimentos sélidos.
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3.2.5 Determinaciones de elementos toxicos en leche humana donada

Luego de las validaciones correspondientes, se analizaron las mismas 40 muestras
proporcionadas por el Banco de Leche Humana analizadas en la etapa anterior. En la Tabla
8 se presentan las concentraciones promedio obtenidas para cada uno de los analitos
evaluados, separadas por calostro y leche madura, asi como el porcentaje de pérdida luego
de la pasteurizacion. En ambos casos se pudo aplicar exitosamente la técnica ETAAS, la cual
ofrece una combinacién de relativamente alta sensibilidad, especificidad, eficiencia, y
costo-efectividad, que la convierte en una técnica adecuada para la determinacion de trazas

de contaminantes inorganicos en una variedad de matrices bioldgicas.

Tabla 8. Concentraciones obtenidas para los elementos téxicos en las muestras crudas (C) y
pasteurizadas (P).

Concentracién (mg L) Pérdida Concentracién (mg L?) Pérdida
Analito promedio promedio
Calostro (C) Calostro (P) o Madura (C) Madura (P) o
(%) (%)
As 0,0042 +£0,0004 0,0041 +0,0005 1,7 0,0036 £ 0,0004 0,0034 +0,0006 4,1
Pb 0,0030 + 0,0007 0,0029 +0,0002 3,3 0,0020 + 0,0002 0,0020 + 0,0003 0,3

Valores expresados como: promedio + desviacion estandar, n = 10 (calostro), n=30 (madura).
Pérdida (%) = [(Concentracién (C) — Concentracion (P)) / Concentracidn (C)] x100.
Las pérdidas no son estadisticamente significativas segun la prueba t de Student (p<0,05).

Todas las muestras analizadas presentaron valores de concentracion de plomo por
debajo del limite maximo aceptado por la Organizacion Mundial de la Salud de 0,005 mg L°
L, si bien no existe un nivel de exposicidn seguro (Bartmess, 1990). Los niveles obtenidos
estan de acuerdo con los niveles reportados para madres noruegas por Vollset et al. (2019)
y para madres turcas por Turan et al. (2001) y Kirel et al. (2005). Estos resultados son muy
valiosos y se consideran como informacion novedosa para nuestro pais, ya que no hay
reportes en la literatura disponible sobre leche humana, constituyendo los primeros datos
en madres uruguayas. Este elemento afecta la calidad de la leche y puede generar un riesgo
para la salud de los lactantes. Garantizar la inocuidad del alimento con respecto a este
elemento, es primordial, debido a los riesgos asociados con el desarrollo a largo plazo de

ciertas patologias en humanos.
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A nivel mundial las concentraciones de plomo en la leche humana varian en rangos
muy amplios. Estas grandes variaciones en los niveles de plomo pueden deberse a
condiciones ambientales, geograficas, nutricionales, ocupacionales y habitos individuales,
incluidos los cosméticos utilizados. Se ha informado que la exposicion prolongada de una
madre a ambientes contaminados provoca la movilizacién de plomo desde las reservas
esqueléticas (Gulson et al., 1998). Sin embargo, como el plomo tiene propiedades de union
a proteinas, las concentraciones de plomo en sangre son mas altas que las de la leche
materna (Koyashiki et al., 2010). Por lo tanto, se recomienda continuar con la lactancia
materna en los casos de madres cuyos niveles de plomo en sangre se encuentren por debajo
de 40 pg dL "1 (CDC, 2024). Suponiendo que la ingesta diaria de leche de un lactante es de
750 mL y considerando las concentraciones promedio de plomo obtenidas en el presente
estudio, los lactantes estuvieron expuestos a un promedio de 2,25 pg Pb/dia, lo que
equivale a 15,75 ug Pb/semana. Estos valores se encuentran por debajo de la ingesta
semanal tolerable permitida de plomo de 25 pg/kg-peso corporal/semana aceptada
antiguamente por la OMS, si bien en la actualidad se concluyd que no puede establecerse
un nivel seguro de exposicidon a plomo y se reconocidé que cualquier exposiciéon a este
elemento debe ser lo mas baja posible debido a sus efectos perjudiciales acumulativos y su
impacto significativo en la salud, especialmente de los nifios (Comisién de Codex

Alimentarius, 2019).

En cuanto a las determinaciones de arsénico, los niveles promedio encontrados en
las muestras analizadas se encontraron por debajo de 5 pg L. Estos resultados estuvieron
de acuerdo con los datos de la literatura internacional. A modo de ejemplo, Concha et al.
(1998) informaron un rango para As de 0,83 — 7,6 ug L' en leche humana. Asimismo, en un
estudio realizado en Bangladesh se obtuvieron niveles de As en el rango 0,25 — 19 pg L*
(Fangstrom et al., 2008). Todas las muestras analizadas en este trabajo presentaron valores
de concentracién de As muy por debajo del limite maximo recomendado por la OMS de 15
ug/kg-peso corporal/semana, considerando las condiciones normales de consumo y peso
corporal de lactantes tipicos durante la primera semana de vida (Bhattacharya et al., 2012).

Cabe destacar que los niveles de arsénico fueron mayores en el calostro respecto a la leche
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madura. Estos resultados son muy valiosos y se consideran como informacién novedosa
para nuestro pais, ya que no hay reportes en la literatura disponible sobre leche humana,
constituyendo los primeros datos en madres uruguayas. La presencia de este elemento
afecta la calidad de la leche y puede generar un riesgo para la salud de los lactantes. Se ha
reportado que los metales pesados en la leche materna representan alrededor del 20 % del
nivel que se encuentra en la sangre de la misma madre, debido a la baja solubilidad en
lipidos y la alta unidn a eritrocitos. En consecuencia, es probable que los lactantes se vean
expuestos a niveles mas altos de estos elementos antes del nacimiento que durante la
lactancia propiamente dicha. De todas formas, es primordial garantizar la inocuidad del
alimento con respecto a estos contaminantes debido a los riesgos asociados con el
desarrollo de patologias a largo plazo. Asimismo, se debe limitar la ingesta de alimentos
contaminados por parte de la madre en lugar de restringir la lactancia materna (Girbay et

al., 2012).

3.2.6 Desarrollo y evaluacion del método multielemento

Con el fin de contar con un método multielemento mas alineado con los principios
de la Quimica Analitica Verde, que fuera eficiente para el monitoreo del contenido de los
elementos de interés en leche humana, se optimizd y validé un método analitico secuencial
utilizando la técnica MP-AES. En los comienzos de esta tesis no se contaba con la
mencionada tecnologia, la cual fue adquirida por Facultad de Quimica en el afio 2019,
gracias a un proyecto CSIC de fortalecimiento del equipamiento para investigacion. Se trata
de una tecnologia novedosa y ecoldgica, aun poco difundida, por lo cual se considerd de
interés para incorporar en el trabajo experimental. Cabe destacar que esta técnica fue
reportada como una herramienta para realizar determinaciones elementales en leche
humana, por primera vez en este trabajo de tesis, poniendo de manifiesto la novedad del

trabajo creativo en este sentido.

En general, las técnicas de determinacién basadas en espectrometria de absorcidon
atémica son ampliamente utilizadas para el andlisis cuantitativo de metales y semimetales.
Estas se basan en detectar la energia absorbida o emitida por los atomos, previamente

aislados tras un proceso de atomizacion, al ser irradiados por energia. La energia absorbida
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es caracteristica para cada ion presente en una determinada muestra. Sin embargo, estos
métodos pueden presentar problemas de baja sensibilidad, mala reproducibilidad de los
resultados e interferencias quimicas, al tiempo que presentan la gran desventaja de ser
monoelementales. Actualmente, las técnicas mas utilizadas para determinaciones
elementales son ICP-OES e ICP-MS que, a pesar de su gran poder, tienen como desventaja
un alto costo operativo. Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, es que se
decidid buscar una herramienta alternativa, lo cual condujo a la optimizacion y validacion

de un nuevo método bioanalitico basado en la técnica MP-AES.

Los elementos inorganicos a nivel de trazas pueden ser determinados en diversas
matrices mediante varios métodos, que consisten generalmente en una digestidn asistida
por microondas utilizando acidos minerales y la posterior determinacion mediante alguna
técnica de espectrometria atémica. Es importante destacar que una tendencia en Quimica
Analitica es evitar tratamientos drasticos y buscar procedimientos de extraccion eficientes
que utilicen condiciones suaves, de acuerdo con los principios de la Quimica Analitica Verde
(Machado et al., 2016). En este contexto, se debe destacar el actual resurgimiento con
varias mejoras de la técnica MP-AES, la cual emplea el concepto de “funcionamiento con
aire”, trabajando con un plasma de nitrégeno que opera a alrededor de 5000 K, lo que
resulta en un ahorro de costos y en la eliminacion de cilindros de gases caros e inflamables
del laboratorio (Sdo Bernardo Carvalho et al., 2020; Williams et al., 2019). Esta alta
temperatura del plasma proporciona una tolerancia de matriz de muestra mas alta, limites
de deteccidn mas bajos y un rango de concentracion de trabajo ampliado, si se compara
con la técnica FAAS. Sin embargo, no es la primera opcién para la determinacion de
elementos a nivel de trazas, ya que los limites de deteccién no son tan bajos como los que
se logran con otras técnicas como ETAAS o ICP-MS (Balaram, 2020; Pistén et al., 2020). Sin
embargo, se demostrd en el marco de este trabajo por primera vez, que la técnica MP-AES
puede utilizarse como una herramienta eficiente y confiable para realizar analisis elemental

de arsénico, cobre, hierro, plomo, selenio y zinc en leche humana.

Una de las ventajas de utilizar MP-AES es el reducido numero de variables

instrumentales que se deben optimizar, como la velocidad de la bomba, el flujo de
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nitrégeno, la posicion de visualizacion, la linea espectral y el tiempo de lectura. El tiempo
de estabilizacion también puede ser un parametro critico cuando se trabaja con elementos
volatiles. Sin embargo, el software es capaz de realizar un screening para establecer las
mejores condiciones analiticas para cada caso particular. La tasa de atomizaciéon vy la
intensidad de las emisiones dependen en gran medida de los pardmetros antes

mencionados (Jung et al., 2019).

En este trabajo se evaluaron minuciosamente la velocidad de la bomba, el flujo de
nitrégeno y la posicién de observacion como parte de la optimizacion del método. No se
evaluaron lineas espectrales ya que fue posible utilizar las lineas recomendadas de mayor
intensidad sin interferencias significativas de lineas vecinas de otros elementos. Esto se
ejemplifica en la Figura 13 donde una captura del software MP Expert proporciona las
posibles interferencias espectrales para la linea analitica de cobre a 324,754 nm. Aunque el
hierro podria considerarse una interferencia potencial, su intensidad seria demasiado baja
en comparacion con la intensidad del cobre. De este modo, las lineas analiticas se pueden

seleccionar facilmente con la ayuda de las herramientas de software.

Symbal | Wavelength (nm) | lon | Intensity
Sm 324,469 I h3g.2
La 324913 I 85501
Tb 324917 I 450.3
Pr 224.548 I 107.7
Tm 324.586 I 108.0
Fe 324.596 | 270
Fe 324.696 | 9.8
Eu 224,732 I 15886
Tm 324. 746 I 2230
Hb 324,747 I 15249
Cui 324 7h4 | 477458 5
Hf 224.766 | 8215
Fe 324.820 | 17.4
Ti 324.860 I hE25.4
Mb 224,894 I 1300
Er 324,934 I 235149

Figura 13. Linea analitica del cobre y potenciales interferencias espectrales. Extraido de:
Software MP Expert.

81



Para evaluar las condiciones analiticas éptimas para cada elemento se utilizd una
solucion estandar de 20 mg L' de cada elemento en estudio. Las sefiales maximas para cada
elemento se lograron con los flujos de nitrégeno y las posiciones de visualizacion
previamente descriptos en la Tabla 2. También se evalud para cada elemento el efecto de
la velocidad de la bomba sobre la sensibilidad analitica (pendiente de la curva de
calibracion) y los resultados se presentan en la Tabla 9 para cobre, hierro y zinc. La velocidad
de la bomba se evalud a 15, 30 y 45 rpm (correspondientes a flujos de 0,45, 0,90y 1,35 mL
min}, respectivamente), siendo el R? de cada curva de calibracién superior a 0,99 para todos
los elementos estudiados. Se pudo observar una mejora en la sensibilidad para todos los
elementos a 30 rpm, por lo que se selecciond esta velocidad de bomba como velocidad de
trabajo. En resumen, gracias a estos pasos de optimizacidn, y considerando que todas las
determinaciones se realizan de forma secuencial, cada analito se determiné en condiciones

optimizadas en lugar de condiciones de adquisicion comprometidas.

Tabla 9. Efecto de la velocidad de la bomba sobre la sensibilidad analitica.

Velocidad de la bomba (rpm) Cu Fe Zn
15 105229,78 6435,70 15443,70
30 118256,40 8743,19 18484,64
45 111219,29 7650,80 16356,98

El método analitico para la determinacion de arsénico, cobre, hierro, plomo, selenio
y zinc mediante MP-AES o HG-MP-AES fue validado siguiendo las recomendaciones de la
guia Eurachem (Eurachem, 2014). Se realizé la validacion utilizando calibracidn directa. Para
la construccién de la curva de calibracidn se utilizaron cinco niveles de concentracion. La
linealidad se verific6 en un rango adecuado para esta aplicacién hasta 20,0 mg L™},
utilizando la prueba de bondad de ajuste (Miller & Miller, 2010). Para todas las funciones
de calibracion, el valor del coeficiente de determinacién (R?) fue superior a 0,999. Para la
evaluacion de la veracidad, se realizé una prueba t de Student para comparar el valor
obtenido con el valor certificado de concentracidn del SRM. El valor texperimental S€ €ncontro

por debajo del t (0,05; 5) = 2,57, lo cual indicé que a un nivel de confianza del 95 %, la
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concentracion obtenida no diferia significativamente del valor certificado (Miller & Miller,
2010). La recuperaciéon promedio fue de 98 %. La precisidon fue estimada como repetibilidad
y expresada como RSD para el andlisis del SRM (n = 6). Esta fue menor al 5 %, la cual se
considerd adecuada para esta aplicacion, considerando que las determinaciones analiticas
se realizaron a niveles de trazas. Los resultados de veracidad y precision confirmaron
entonces la exactitud de los resultados obtenidos. De manera de estimar los limites de
deteccion y cuantificacién, se utilizaron los criterios establecidos por la guia Eurachem, a
saber, 3s y 10s, siendo “s” la desviacion estandar del blanco (Eurachem, 2014). Los limites
resultaron ser adecuados para el objetivo de este trabajo, estando el LC al menos dos veces
por debajo del menor valor obtenido en las muestras, suficiente para poder cuantificar

todos los elementos con un nivel de confianza adecuado.

En suma, este método puede ser considerado como una alternativa confiable para
realizar estudios de tipo elemental sobre leche materna. Ademas, la técnica MP-AES
presenta varias ventajas sobre otras técnicas de espectrometria atémica ampliamente

utilizadas, como se mencioné anteriormente.
En la Tabla 10 se resumen las cifras de mérito obtenidas durante la validacion del método.

Tabla 10. Cifra de mérito obtenidas luego de la validacion del método mediante MP-AES

Analito As Cu Fe Pb Se Zn
Rango lineal
0,0030-20,0 0,0035-20,0 0,007-20,0 0,0048-20,0 0,0039-20,0 0,014-20,0
(mg L™)
LD (mgL?)
0,0009 0,0011 0,0021 0,00046 0,00097 0,0042
(3s, n=10)
LC (mg Lg™)
0,0030 0,0035 0,0070 0,0015 0,0032 0,0141
(10s, n=10)
Precisidon
8,7 5,8 6,1 5,9 7,2 4,7
(%RSD, n=6) *
Veracidad
98 98 99 101 99 102
(%R, n=6) *
t experimental 1,45 2,37 0,40 1,29 2,03 2,19
t (0,05, 5) 2,57 2,57 2,57 2,57 2,57 2,57

*SRM NIST 1849.
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3.2.7 Comparacion contra método multielemento mediante MP-AES

Se llevd a cabo una comparacion estadistica entre los métodos desarrollados
inicialmente y el método mediante MP-AES, excepto para yodo, ya que no es compatible
con esta técnica. Para ello, se empled la prueba t de Student de comparacion de medias
(Miller y Miller, 2010). En el caso de cobre, hierroy zinc la comparacién fue contra FAAS, en
el caso de arsénico y plomo la comparacion fue contra ETAAS, mientras que en el caso de
selenio la comparacién fue contra HG-AAS. El experimento se realizé para diez muestras de
calostro y diez muestras de leche madura. En la Tabla 11 se muestran los resultados de la
comparacion estadistica para cada elemento. Todos los valores texperimentar fueron menores
al respectivo valor t (0,05, 9) = 2,26. Por lo tanto, se pudo concluir que a un nivel de
significancia del 95 %, los resultados obtenidos utilizando los métodos desarrollados
inicialmente y el correspondiente método mediante MP-AES eran estadisticamente
equivalentes. De esta forma, se logré el desarrollo de un método alternativo multielemento
de alta eficiencia, que proporciona resultados confiables y que se encuentra mas alineado

con los principios de la Quimica Analitica Verde respecto a los métodos iniciales.

Tabla 11. Comparacion estadistica contra método basado en MP-AES.

Promedio + DE (mg L?)

texperimental

Elemento Técnica t (0,05, 9)
Calostro Madura Calostro Madura
ETAAS 0,0044 + 0,0005 0,0035 + 0,006
As 1,28 1,07 2,26
MP-AES 0,0042 + 0,0004 0,0036 + 0,005
FAAS 0,45 +0,12 0,42 +0,14
Cu 1,07 0,93 2,26
MP-AES 0,47 £0,10 0,42 +0,10
FAAS 2,4+0,2 1,5+0,9
Fe 0,28 0,37 2,26
MP-AES 2,4+0,4 1,6+0,7
ETAAS 0,0030 * 0,0007 0,0022 + 0,0006
Pb 1,31 1,47 2,26
MP-AES 0,0032 + 0,0005 0,0021 + 0,0003
HG-AAS 0,0164 + 0,0017 0,0138 + 0,0019
Se 1,44 1,59 2,26
HG-MP-AES  0,0159 +0,0016 0,0135 +0,0015
FAAS 6,2+1,1 4,2+0,7
Zn 0,34 0,55 2,26
MP-AES 6,4+1,0 4,1+0,8
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En la Tabla 12 se muestra una comparacion de los limites de deteccidén obtenidos en
este trabajo, con los limites reportados por otros autores luego del andlisis utilizando
diversas técnicas. En primer lugar, cabe destacar que los valores de LD obtenidos en este
trabajo, tanto por los métodos iniciales como por el método mediante MP-AES, son del
mismo orden. Asimismo, como se puede observar en la Tabla 12, los valores de LD
obtenidos utilizando FAAS son del mismo orden que los reportados por Luo et al. (2010)
para cobre, hierro y zinc, mientras que los LD utilizando ETAAS son un orden menor que los
reportados por Girbay et al. (2012) para arsénico y plomo. El caso donde se pueden
apreciar importantes mejoras respecto a los LD obtenidos en este trabajo, como era de
esperarse, es al comparar contra los resultados de Almeida et al. (2008) mediante ICP-MS,
los cuales fueron un orden menor para todos los analitos en estudio. Como se comentd
anteriormente, ICP-MS es una tecnologia muy poderosa en lo que se refiere a la
detectabilidad. Sin embargo, los LD obtenidos en este trabajo son mas que suficientes para
los objetivos del trabajo, siendo ésta una técnica muy econdmica y amigable con el

ambiente como se comentara anteriormente.

Tabla 12. Comparacidn de los limites de deteccién de varios métodos espectrométricos para la
determinacion de los elementos estudiados.

LD (mgL?)
Técnica Muestra Referencia
As Cu Fe Pb Se Zn
Leche Almeida et
ICP-MS 0,00001 0,00011 - 0,00003 0,00020 0,00021
humana al., 2008
Alves
Leche .
ICP-MS - 0,0012 0,0054 - 0,00009 0,0064 Peixoto et
humana
al., 2019
Leche Gurbay et
ETAAS 0,0025 - - 0,00109 - -
humana al. 2012
Leche Luo etal.,
FAAS - 0,0030 0,0018 - - 0,0013
humana 2010
Leche Mazej et
HG-AFS - - - - 0,00025 -
humana al., 2004
Leche Turan et
ETAAS - 0,00071 - 0,00092 - -
humana al., 2001
Leche Este
FAAS/ETAAS 0,00036 0,0030 0,0054 0,00024 0,00036 0,0040 .
humana trabajo
Leche Este
MP-AES 0,00090 0,0011 0,0021 0,00048 0,00097 0,0042 .
humana trabajo
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3.2.8 Monitoreo elemental en muestras de madres pertenecientes a distintas dietas
Como se comentd previamente la composicion de la leche humana no es constante
alolargo del tiempo y se ve afectada por varios factores, incluyendo la etapa de la lactancia,
la nutricion materna, el medio ambiente, las condiciones de vida y el estado individual de
la madre (Zhang, 2014). Los niveles de oligoelementos en la leche pueden verse afectados
por la ingesta y el estado de oligoelementos maternos, aunque también influyen otros
factores como ser la edad materna, paridad, area de residencia, ingreso familiar, duracién

de la gestacion y peso corporal del bebé (Leotsinidis et al., 2005).

En este contexto, se evalud si el contenido de los oligoelementos estudiados estaba
relacionado con el tipo de alimentacién de las madres donantes. Con este fin se analizaron
grupos de muestras pertenecientes a madres con marcados habitos alimenticios, a saber,
omnivoras y veganas. Se analizaron muestras de leche madura cruda (sin pasteurizar) de
seis madres en cada grupo. Estas madres no pertenecian al BLH-CHPR, sino que fueron
donantes externas, sanas y con edades entre 22 y 38 afios. De esta forma, se evalud si
existian diferencias significativas en los niveles de oligoelementos segun el tipo de dieta.
Paralelamente, a modo de ejemplo, se estudio la variacion en los niveles de oligoelementos
para una de las madres omnivoras a lo largo de un periodo de 1 dia (variacién intradia) y a
lo largo de un periodo de 1 mes (variacidn intrames). Los resultados de los experimentos

relacionados con distintas dietas maternas se resumen en la Tabla 13.

Tabla 13. Niveles de oligoelementos en las muestras de leche humana madura de madres con
marcados habitos alimenticios.

Concentracién (mg L?) (n = 6)
Tipo de dieta
Cu Fe | Se Zn

Omnivora 0,42+0,10 1,10+x0,71 0,122+0,011 0,0140+0,0012 4,02+0,82
Vegana 0,28+0,05 0,79+0,04 0,097+0,009 0,0119+0,0010 2,51+0,09
Diferencia (%) 33,3* 28,2% 20,5%* 15,0* 37,5%

*Diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

La dieta vegana es un tipo de alimentacion que excluye todos los productos de
origen animal. Esto incluye no solo carne y pescado, sino también productos derivados de

animales como lacteos, huevos, miel y gelatina. En su lugar, la dieta vegana se basa
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Unicamente en alimentos de origen vegetal. Este tipo de dieta sélo debe llevarse a cabo
bajo supervisién médica o de un profesional en nutricidn, ya que se debe garantizar una
ingesta adecuada de nutrientes durante la alimentacion complementaria (Scholz-Ahrens et
al., 2020). El numero de nutrientes que pueden resultar insuficientes aumenta a medida
que la dieta se vuelve mds restringida. En este sentido, la Sociedad Europea de
Gastroenterologia, Hepatologia y Nutricion Pediatrica (ESPGHAN) advierte contra el riesgo
de deficiencias de hierro, zinc, vitamina D, proteinas y acidos grasos de cadena larga en el
caso de dietas vegetarianas y adicionalmente calcio, yodo, vitamina A y vitamina B12 en el
caso de dietas veganas (Fewtrell et al., 2017). Asimismo, no se recomienda llevar adelante
una dieta vegana durante el embarazo, la infancia, la nifiez, la adolescencia y la lactancia
debido al mayor riesgo de deficiencias de nutrientes, retraso del crecimiento, menor
densidad dsea y alteracidon del metabolismo 6seo (Ambroszkiewicz et al., 2019; Richter et
al., 2016). En este contexto, las muestras de leche humana analizadas en este trabajo,
provenientes de madres omnivoras y veganas, demostraron un claro descenso
estadisticamente significativo (p < 0,05) en los niveles de concentracién de todos los

oligoelementos de la leche de madres veganas.

En el caso del cobre hubo un descenso significativo (p < 0,05) del 33,3 % en la leche
de madres veganas, lo cual esta de acuerdo con los reportes de Specker et al. (1988) para
madres con dietas macrobidticas similares a las dietas veganas. Asimismo, se alinea con los
reportes de Perrin et al. (2023) donde se reportd un descenso del 27 % en madres veganas

respecto a las omnivoras.

En el caso del hierro hubo un descenso significativo (p < 0,05) del 28,2 % lo cual
estuvo de acuerdo con lo reportado por Perrin et al. (2023). En Alemania se observo
deficiencia de hierro en el 40 % de las mujeres jévenes con habitos alimentarios veganos,
aungue su ingesta media de hierro estaba por encima del nivel recomendado (Waldmann
et al., 2004). Sin embargo, la biodisponibilidad de los nutrientes es muy relevante y debe
considerarse en el contexto de los alimentos, asi como el patrén dietético y la presencia o
ausencia de inhibidores o potenciadores de la absorcién (Weaver & Heaney, 2006). En el

caso del hierro, su biodisponibilidad se ve perjudicada por la presencia de calcio (Hallberg
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etal., 1993) pero aumentada por la carne (Kristensen et al., 2005) o la presencia de vitamina
C (Hallberg et al., 1987). En este sentido, se ha observado que el consumo de leche
enriquecida con hierro y vitamina C mejora el nivel de hierro de mujeres jévenes con
reservas bajas de este elemento a pesar de su alto contenido en calcio (Scholz-Ahrens et al.,

2004; Redecilla Ferreiro et al., 2020).

En el caso del yodo se observd un descenso significativo (p < 0,05) del 20,5 % que
concuerda con lo reportado por Ureta-Velasco et al. (2023) y Perrin et al. (2023). Los niveles
de yodo pueden verse influenciados por varios factores. Por ejemplo, el perclorato, un
contaminante ubicuo, es un inhibidor competitivo del simportador de sodio/yodo en la
tiroides y la mama lactante. En concentraciones elevadas, el perclorato disminuye el
transporte activo de yodo tiroideo y puede disminuir el yodo de la leche materna. Se ha
detectado perclorato en el agua potable y en multiples alimentos. La exposicion al
perclorato entre vegetarianos y veganos, cuyo consumo de yodo puede ser bajo, puede
exponerlos a un riesgo alin mayor de sufrir deficiencia de yodo. Asimismo, el alto consumo
de soja en dietas veganas, que contiene las isoflavonas genenstein y daidzeina, puede estar

asociado con la deficiencia de yodo y el hipotiroidismo (Leung et al., 2011).

En el caso del selenio se observé también un descenso significativo (p < 0,05) del
15,0 % lo cual esta de acuerdo con los reportes de Ureta-Velasco et al. (2023). Esto puede
deberse a que las principales fuentes de selenio en la dieta omnivora incluyen carnes,
mariscos, huevos y productos lacteos, mientras que las madres veganas no consumen estos
alimentos, por lo que deben depender de fuentes vegetales, que pueden tener variaciones
en el contenido de selenio dependiendo del suelo en el que se cultivan, el cual depende a
su vez de la zona geografica. Asimismo, el selenio presente en alimentos de origen vegetal
puede no estar tan biodisponible como el selenio en alimentos de origen animal. Estos
resultados contrastan con los reportados por Perrin et al. (2023) quienes encontraron un
mayor contenido de selenio en la leche de madres veganas en comparacién con las madres
omnivoras, hecho que pone de manifiesto la importancia de realizar este tipo de

monitoreos en distintas regiones.
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Finalmente, el zinc fue el elemento que presentd mayor diferencia entre grupos
dietarios, observandose un descenso significativo (p < 0,05) del 37,5 % en la leche de madres
veganas, lo cual esta en consonancia con el descenso reportado por Perrin et al. (2023) de
30 %. El bajo contenido de zinc en la leche de madres veganas puede deberse a la baja
biodisponibilidad del elemento en este tipo de dietas, ya que los alimentos vegetales ricos
en zinc, como legumbres, cereales integrales, nueces y semillas, también poseen un alto

contenido de acido fitico, el cual actia como inhibidor (Hunt, 2003).

A pesar del marcado descenso observado para los oligoelementos estudiados en la
leche de madres veganas, si se considera la ingesta adecuada para infantes entre 0 y 6
meses establecida por la Junta de Alimentos y Nutricion de las Academias Nacionales de
Ciencias de la Ingenieria de EUA de 0,20 mg/dia (Cu), 0,27 mg/dia (Fe), 0,11 mg/dia (1), 0,015
mg/dia (Se) y 2,0 mg/dia (Zn), respectivamente, y asumiendo un consumo diario de 0,75 mL
de leche, que seria el consumo minimo de leche madura por los lactantes en ese estadio,
se podria decir que se estaria suministrando una correcta cantidad de estos nutrientes,
excepto de yodo y selenio, donde el consumo diario de leche deberia ser ligeramente

superior a 1,0 L para alcanzar los requerimientos minimos (NIH, 2024).

En general, durante la deficiencia de oligoelementos, el cuerpo de la madre prioriza
las necesidades del bebé. Por lo tanto, estos nutrientes continlan excretdndose en la leche
materna en cantidades suficientes a expensas de las reservas maternas. En consecuencia,
el lactante esta comparativamente bien protegido contra la deficiencia materna, pero la
madre corre un mayor riesgo de sufrir deficiencias nutricionales durante la lactancia si su
ingesta no cumple con las recomendaciones minimas (Allen & Dror, 2018; Carretero-Krug
etal., 2024). En regiones de bajos ingresos, el uso de suplementos dietéticos ha demostrado
ser eficaz para abordar las deficiencias nutricionales (Salam et al., 2014). En la mayoria de
los casos, estas deficiencias nutricionales pueden corregirse con una planificacion dietética

adecuada y el uso de suplementos (Segura et al., 2016).

De forma de complementar estos estudios se realizé, a modo de ejemplo, el

monitoreo de los niveles de oligoelementos en leche madura de una madre omnivora a lo
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largo de un periodo de un mes, comenzando a partir de dos meses postparto. Los resultados

se muestran a continuacion en la Tabla 14.

Tabla 14. Variacion intrames en los niveles de oligoelementos en muestras de leche humana

madura de una madre omnivora.

Concentracién (mg L?) (n = 6)

Fecha
Cu Fe | Se Zn
15/11/2022  0,42£0,02 1,30%0,02  0,0131+0,0009 0,0159+0,0008 3,96 £ 0,09
22/11/2022  0,27+0,01 1,00:001 0,0132+0,0008 0,0151+0,0009 2,67 +0,07
29/11/2022  0,27+0,01  1,00£0,02 0,0127+0,0006 0,0149+0,0007  2,36+0,05
06/12/2022  0,26+0,01 095+0,01 0,0122+0,0007 0,0138+0,0007 1,89 +0,03
13/12/2022  0,24+0,01 0,48+001 0,0115%0,0006 0,0127+0,0005  1,36+0,03
Diferencia en 42,8* 63,1* 12,2% 20,1* 65,6*

el periodo (%)

*Diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Como se puede observar en la Tabla 14 los descensos en los niveles de los

oligoelementos estudiados fueron estadisticamente significativos (p < 0,05) entre el primer

y el ultimo dia de monitoreo. Estos descensos estan de acuerdo con lo reportado en la

literatura, donde se han reportado descensos mas abruptos para cobre, hierro y zing,

mientras que los descensos para yodo y selenio serian mas lentos (Guo, 2014).

Finalmente, se monitored la variacidn de oligoelementos intradia para la misma madre

omnivora de la etapa anterior. Los resultados se resumen a continuacién en la Tabla 15.

Tabla 15. Variacidn intradia en los niveles de oligoelementos en muestras de leche humana

madura de una madre omnivora.

Concentracién (mg L?) (n = 6)

Fecha
Cu Fe | Se Zn
Mafiana (5:00 h) 0,42 +0,02 1,30+0,02 0,0131 + 0,0009 0,0159 + 0,0008 3,96 £ 0,09
Tarde (14:00 h) 0,34+0,01 0,73+0,01 0,0129 £ 0,0007 0,0151 + 0,0009 3,24 +0,08
Noche (23:00 h) 0,35+0,01 0,75 +0,02 0,0132 £+ 0,0005 0,0157 + 0,0007 3,21 +0,06

Tal como se puede apreciar en la Tabla 15 hubo diferencias estadisticamente

significativas (p < 0,05) en las concentraciones de cobre, hierro y zinc entre la mafiana y la

tarde, siendo las concentraciones mayores en la mafiana. Por el contrario, no se observaron
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diferencias significativas en los niveles de yodo y selenio a lo largo del dia. Los valores
obtenidos en la mafiana fueron 19 % (Cu), 44 % (Fe) y 18 % (Zn) mayores a los respectivos

valores vespertinos.

Las concentraciones de oligoelementos en la leche humana pueden variar a lo largo

del dia debido a varios factores (Guo, 2014; Jensen, 1995; Keikha et al., 2021):

» Ciclo circadiano materno: El cuerpo humano sigue un ritmo circadiano, un ciclo de 24
horas que regula muchas funciones bioldgicas, el cual puede influir en la produccién y
secrecion de ciertos oligoelementos (Hampel et al., 2017).

» Dieta materna: Lo que una madre consume a lo largo del dia puede afectar la
composicion de su leche, mientras que las fluctuaciones en la ingesta de alimentos
pueden provocar variaciones en los niveles de oligoelementos.

» Estado de hidratacién materno: La deshidratacién puede aumentar la concentracion de
ciertos oligoelementos en la leche, mientras que una buena hidratacion puede diluirlos.

» Estado fisioldgico materno: Las situaciones de estrés y el grado de cansancio de la madre
pueden afectar la produccién y composicion de su leche.

» Factores hormonales maternos: Las hormonas juegan un papel crucial en la produccién
de leche y pueden afectar la composicidén de esta a lo largo del dia.

» Frecuencia y volumen de lactancia: La frecuencia con la que un bebé se alimenta y el

volumen de leche extraido pueden influir en la concentracién de oligoelementos.

La composicion de la leche humana cambia durante una toma, durante el transcurso
del dia, con la duracién de la lactancia y con los cambios en la dieta materna. También
existen importantes variaciones interindividuales en la composicion de la leche humana que
pueden referirse a factores genéticos. Incluso cuando las proporciones de ciertos
componentes de la leche humana estan muy conservadas de una madre a otra, las grandes
variaciones en los volimenes de leche materna observadas incluso en poblaciones bien
alimentadas también dan lugar a una amplia variabilidad en el suministro de nutrientes del

lactante (Rodriguez-Palmero et al., 1999).
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3.3 Determinacion de vitaminas

3.3.1 Optimizacion de los procedimientos de extraccion

Antes de su aplicacién al analisis de muestras de leche humana, los métodos
analiticos fueron optimizados y validados para la determinacién de las vitaminas estudiadas
(retinol, B-caroteno, a-tocoferol, acido fdlico y acido ascérbico) basdndose en las

recomendaciones de la Guia Eurachem (Eurachem, 2014).

La optimizacién de las preparaciones de muestras se realizé mediante estudios de
recuperacién comparando la concentracidén experimental obtenida para cada analito luego
del analisis del SRM correspondiente mediante el método propuesto, y el valor certificado
correspondiente. Esta comparacion se expresd como porcentaje de recuperacion %R. Las
condiciones d6ptimas para la preparacion de muestras descritas en la Seccién 2.5.3 se
seleccionaron después de evaluar el porcentaje de recuperacion estimado como %R =
[concentracién experimental (mg kg)/concentracidn certificada (mg kg*)] x 100, para cada
experimento (base seca ). Se seleccionaron para su posterior validacion las condiciones mas
simples y rapidas con un %R estadisticamente igual al 100 %. Los resultados de los disefios

factoriales 22 se muestran en la Tabla 9.

Tabla 16. Resultados obtenidos luego del disefio factorial 22 utilizando el SRM.

Porcentaje de recuperacion (%R)

Experimento

Retinol B-caroteno a-tocoferol Acido félico Acido ascérbico
1 75 70 79 81 84
2 79 79 82 91 92
3 85 83 87 90 100
4 100 99 99 100 101

Como se puede observar en la Tabla 9, los cinco compuestos analizados se
recuperaron completamente usando las condiciones del Experimento 4. Sélo para el acido
ascorbico, también se obtuvo una recuperacion completa después de realizar el
Experimento 3. Asi, para el retinol, B-caroteno, a- tocoferol y acido félico, se seleccionaron
las condiciones descritas en el Experimento 4, mientras que para el acido ascorbico se

emplearon las condiciones descritas en el Experimento 3, como se muestra en la Seccion
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612.5.3. Se eligid el Experimento 3 para realizar determinaciones de acido ascérbico, ya que
involucraba una menor cantidad de disolvente de extraccién (HsPOa), estando mas alineado

con los principios de la Quimica Analitica Verde (Gatuszka et al., 2012).

Se requieren métodos de deteccidn altamente sensibles para la cuantificacion de
retinol, B-caroteno y a-tocoferol. Por lo general, las vitaminas liposolubles suelen analizarse
tras un procedimiento de saponificacion. Sin embargo, la eficiencia de estos métodos de
extraccion puede variar segun la muestray, por lo tanto, debe optimizarse minuciosamente
para cada estudio en particular. En este caso, la saponificacion facilitd la separacién de las
vitaminas de la grasa de la leche, convirtiendo la grasa en acidos grasos y glicerol.
Seleccionar la temperatura de saponificacion y el tiempo de extraccidn adecuados es
fundamental para lograr una recuperacion eficiente de las vitaminas lipdfilas de la muestra
y al mismo tiempo preservar su integridad. Esto implica equilibrar factores como la cinética
de reaccion, la mejora de la solubilidad, la emulsificacion de la leche, el establecimiento del
equilibrio y minimizar la degradacion de las vitaminas (Chotyakul et al., 2014).
Generalmente, las temperaturas mas altas aceleran la reaccidn, lo que conduce a una
extraccién mas rapida; sin embargo, las temperaturas excesivamente altas también pueden
degradar estos compuestos sensibles. También se probd el uso de acido ascérbico como
antioxidante. El mismo procedimiento descrito en la Seccién 2.5.3.1 sin este reactivo
mostré porcentajes de recuperacion de alrededor del 60 % para los tres compuestos, lo que
demuestra su relevancia durante la preparacion de muestras en la conservacion de analitos.
Segun trabajos anteriores, los antioxidantes permiten la separacion de compuestos
individuales como picos Unicos sin interferencias durante la cromatografia (Chotyakul et al.,
2014). Luego de la saponificacion se realizd una extraccion liquido-liquido con hexano, que
es el solvente mas utilizado para este fin. En este paso también se evalué el diclorometano;
sin embargo, produjo un porcentaje de recuperacion mas bajo (~65 %) que el hexano (~100
%). Finalmente, el hexano fue evaporado mediante una corriente de nitrégeno en ausencia
de luz, para evitar la descomposicion de los analitos estudiados, durante el Ultimo paso. En
este caso también se estudid la evaporacién térmica mediante bafio de agua a 60 °C, como

recomiendan otros autores (Martinez-Rojano, 2016), pero las recuperaciones no fueron
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satisfactorias (~75 %), por lo que se descarto esta tecnologia para este propdsito, mientras
gue se selecciond la evaporacion bajo corriente de nitrégeno. En la a continuacién Figura
14 se muestra un esquema del mecanismo quimico de conversion del éster de retinilo en

retinol durante la saponificacion.
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Figura 14. Conversidn del éster de retinilo en retinol durante la saponificacion.

La extraccion de acido félico de muestras de leche humana puede resultar una tarea
ardua debido a la complejidad de la matriz. En este trabajo se realizé una precipitacién acida
vertiendo una cantidad adecuada de TCA sdlido a la muestra de leche para precipitar
proteinas y otras macromoléculas (Fatima et al., 2019). De acuerdo con la literatura
cientifica, la concentracion final de TCA debe estar entre 5%y 20 % m/v. En este trabajo se
empled una concentracion de TCA 10 % m/v, como compromiso, mientras que el lavado
posterior se realizé con una solucién de TCA 4 % m/v, buscando utilizar la menor cantidad
posible de TCA, segun los principios de la Quimica Analitica Verde (Gatuszka et al., 2012).
Ademas, es fundamental garantizar una mezcla completa de la soluciéon de TCA con la
muestra de leche, por lo que se empled con éxito un agitador orbital. Este agitador se acopld
a una gradilla de tubos de 36 posiciones, lo que permitio la preparacion de 36 muestras al
mismo tiempo. La agitacion orbital también se compard con la agitacion magnética, como
sugieren Vincenzetti et al. (2020), empleando un agitador magnético multipunto digital de
8 posiciones. Aunque los resultados fueron comparables en ambos casos, el rendimiento de

la muestra usando el agitador orbital fue mucho mayor, lo que permitié el uso de un solo
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tubo para cada muestra, y por lo tanto fue la tecnologia seleccionada. Finalmente, la
centrifugacién de la muestra de leche tratada con TCA es obligatoria para separar las
proteinas precipitadas y otras macromoléculas del sobrenadante que contiene el analito.
Este paso fue critico para una extraccion cuantitativa, como se muestra en la Tabla 9,

requiriendo un tiempo de centrifugacién de 10 min a 2500 g.

Al extraer acido ascérbico de la leche humana, es esencial seguir un enfoque
sistematico para garantizar resultados precisos y confiables, especialmente durante la
preparacién de las muestras. Hay varios métodos de extraccion disponibles para el acido
ascorbico, incluida la extraccion con disolventes, la extraccion en fase solida y la extraccion
liquido-liquido. En este caso la extraccion liquido-liquido mediante acido ortofosfdrico
resulto ser la opcion mas adecuada, tal y como recomiendan otros autores (Romeu-Nadal
et al., 2006; Tarrago-Trani et al., 2012). El acido ortofosférico es un disolvente comun para
extraer acido ascorbico de la leche y otras muestras bioldgicas, ya que precipita
eficientemente proteinas y otras sustancias que interfieren mientras estabiliza el analito.
Como se puede observar en la Tabla 9, el tiempo de centrifugacién tiene un gran efecto
sobre la eficiencia de extraccion. Se requiere la centrifugacion de muestras de leche
humana para separar la capa de grasa de la fase acuosa, mientras que la eliminacion de la
capa de grasa debe realizarse con cuidado para evitar perder cualquier fraccién acuosa que
contenga el analito. La extraccion con TCA también se probd en condiciones optimizadas,
lo que llevé a una sobreestimacion de la vitamina. Esto podria explicarse por el hecho de
que el acido ortofosfdrico es selectivo para el acido ascérbico y no extrae otros
componentes de la leche como si ocurre con el TCA. Esta selectividad puede dar como
resultado un extracto mas limpio con menos interferencia de proteinas y otras sustancias
que pueden absorber a la misma longitud de onda. El acido ortofosfdrico es relativamente
estable y no sufre degradacion ni reaccion con el acido ascérbico en condiciones acidas, a

diferencia del TCA (Chebrolu et al., 2012).

3.3.2 Optimizacion de las condiciones cromatograficas
La optimizacion de las condiciones cromatograficas para la determinacion

simultanea de retinol, B-caroteno y a-tocoferol se realizé utilizando la columna Hypersil BDS
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C18. La primera fase movil probada fue metanol:agua (95:5 v/v), que mostré una buena
separacion cromatografica, aunque el tiempo de retencion del retinol fue excesivamente
corto y la resolucion comprometida, mientras que el tiempo de retencién del B-caroteno
fue excesivamente largo, lo que sugiere que el metanol podria ser demasiado polar para la
elucion de este ultimo. Se observaron resultados similares usando metanol:acetonitrilo
(90:10 v/v) como fase movil. Asi, para mejorar la separacion cromatografica, se disminuyo
la concentracién de metanol hasta alcanzar una fase movil éptima formada por
acetonitrilo:metanol (65:35 v/v). Estas condiciones son similares a las reportadas por otros
autores (Chotyakul et al., 2014). El volumen de inyeccidn se ajusté a 100 uL para compensar
la menor sensibilidad del detector UV. El caudal se fijé en 1,5 mL min! para reducir el tiempo
de retencién del B-caroteno y evitar un ensanchamiento excesivo. Estas condiciones
permitieron una corrida total de 16 minutos. Se utilizd tetrahidrofurano como tercer
disolvente, seguin lo recomendado por Andrés et al. (2014), empleando una fase movil
compuesta por acetonitrilo:metanol:tetrahidrofurano (65:30:5 v/v), la cual no mejord la
separacion cromatografica y resultd en corrida mas larga, por lo que fue descartada para
esta aplicacién. La Figura 15 muestra cromatogramas tipicos de estandares de vitaminas y

una extraccion de muestra de leche humana, que muestra una corrida total de 16 minutos.

1500000 L e Muestra (296 nm) ceeeeeee-Muestra(450 nm)
3 e Muestra (325 nm) Estandar (296 nm)
Estandar (450 nm) — Estandar (325 nm)
3
1000000 P S S
i i~ & S
- N 4 s 5
it S -
s i © S
i $ &
i Q
500000 i ‘
e i

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00

Tiempo (min)

Figura 15. Cromatogramas superpuestos para una soluciéon estandar de 1 mg L de retinol, a-
tocoferol y 10 mg L de B-caroteno, y una extraccién de muestra de leche humana.
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La eleccidn de la fase movil para la determinacion del acido félico mediante HPLC-
DAD es crucial para lograr una separacion y deteccidén dptimas. La composicién de la fase
movil normalmente consiste en mezclas de metanol:agua. Sin embargo, las vitaminas
hidrosolubles como la B9 presentan caracteristicas quimicas particulares relacionadas con
la estabilidad, polaridad y acidez (Albala-Hurtado et al., 1997). Con el objetivo de lograr
condiciones cromatograficas optimas, se utilizaron trietilamina y acido acético como
aditivos para ajustar el pH de la fase mévil a 3,6 y mejorar la forma y resolucion del pico.
Finalmente, la fase movil seleccionada estuvo compuesta por metanol: 0,5 % v/v de
trietilamina + 2,4 % v/v de acido acético glacial en agua (15:85 v/v). Cuando la proporcién
de metanol se aumentd al 20 %, el acido félico eluyd en un tiempo mas corto, pero la
resolucién fue pobre debido a la superposicion con los picos de la matriz. El uso de una fase
movil con 15 % de metanol aumenté el tiempo total del andlisis, pero proporciond una
mejor resolucion. El pH de la fase movil se ajustd previamente a 3,6 segin lo recomendado
por Vincenzetti et al. (2020), ya que anteriormente ha sido reportado como un factor
extremadamente critico para la separacion y determinacién de vitaminas B. La Figura 16
muestra cromatogramas tipicos del estandar de acido félico y una extraccion de muestra

de leche humana.
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Figura 16. Cromatogramas superpuestos para una soluciéon estandar de acido félico de 10 mg L-!
y una extraccion de muestra de leche humana.
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La optimizacion de las condiciones cromatograficas para la determinaciéon de acido
ascorbico se realizé utilizando la columna Zorbax Eclipse Plus C18. La primera fase movil
probada fue 0,02 % p/v H3POs:acetonitrilo (95:5 v/v) segun lo recomendado por Tarrago-
Trani et al. (2012) a un caudal de 0,7 ml min, con el pico de acido ascorbico eluyendo
aproximadamente a los 8,0 min. Sin embargo, la forma del pico obtenida parecia deformada
cuando se inyecto la muestra. Para superar este problema, la fase movil se cambid a 0,02 %
p/v de H3POas:metanol (95:5 v/v). Finalmente, la fase mévil dptima consistié en 0,1 % v/v de
acido acético: metanol (95:5 v/v), segln lo recomendado por Romeu-Nadal et al. (2008),
fluyendo a 1,2 mL min’, el cual mostré una buena separacién cromatogréfica y excelente
forma de pico luego de la inyeccién de muestras de leche. La Figura 17 muestra
cromatogramas tipicos del estdndar de acido ascérbico y una extraccion de muestra de

leche humana.
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Figura 17. Cromatogramas superpuestos para una solucidn estandar de acido ascoérbico de 10 mg
L'y una extraccién de muestra de leche humana.

3.3.3 Validacion de los métodos analiticos
Una vez optimizado el método analitico, se realizé el procedimiento de validacién.

Las cifras de mérito evaluadas fueron las siguientes: linealidad, limite de deteccién (LD) y
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limite de cuantificacién (LC), precision y veracidad. Los resultados obtenidos para cada

analito se resumen a continuacion en la Tabla 9.

Tabla 17. Principales cifras de mérito obtenidas para cada analito luego de la validacidn.

Parametro Retinol a-tocoferol B-caroteno Acido félico Acido ascérbico
Rango lineal (mg L?) 0,033-1,0 0,27 -10,0 0,037-1,0 0,027 -100,0 0,40-100,0
LD (mg L?) (30, n=10) 0,010 0,081 0,011 0,008 0,012

LC (mg L) (100, n=10) 0,033 0,27 0,037 0,027 0,040
Precisiéon (RSD%, n=6) 5,8* 6,2* 7,0* 6,8* 5,7*
Veracidad (R%, n=6) 101* 99* 98* 98* 100*

*Obtenidos usando el SRM NIST 1846a.

La linealidad se evalud para cada compuesto mediante la construccién de curvas de
calibracion de seis puntos, cada nivel por duplicado. Se verificd en un rango adecuado para
esta aplicacion, hasta 1,0 mg L (retinol y B-caroteno), hasta 10,0 mg L (a-tocoferol), y
hasta 100,0 mg L™ (acido félico y acido ascérbico), respectivamente, utilizando la prueba de
falta de ajuste (Miller & Miller, 2010). Los coeficientes de determinacién (R?) fueron

superiores a 0,999 en todos los casos.

El LD y LC se calcularon para cada analito como 3sp/b y 10sb/b, respectivamente,
donde sy, era la desviacion estandar de 10 réplicas de una muestra en blanco y b era la
pendiente de la curva de calibracién. Los valores de LC obtenidos fueron 0,033 mg L?
(retinol), 0,27 mg L (a-tocoferol), 0,037 mg L (B-caroteno), 0,027 mg L (acido félico) y
0,040 mg L (&cido ascérbico), respectivamente, siendo adecuados para los objetivos de
este trabajo, ya que fueron considerablemente inferiores a las concentraciones obtenidas
en las muestras de leche humana analizadas. Estos limites fueron del mismo orden, y en
algunos casos menores, a los reportados previamente por otros autores en condiciones

cromatograficas similares (Chotyakul et al., 2014; Lebiedziriska et al., 2008; Ma et al., 2017).

La precisiéon se estimdé como repetibilidad y se expresd como porcentaje de
desviacion estandar relativa (%RSD) después del analisis del SRM NIST 1846a mencionado
anteriormente (n = 6). Resulto ser inferior al 10 % en todos los casos, lo que se considerd

adecuado para esta aplicacidon, considerando la teoria de Horwitz sobre la variabilidad a
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niveles de trazas, ya que los %RSD obtenidos estuvieron muy por debajo del 30 % (Horwitz

& Albert, 2006).

Para la evaluacién de la veracidad, se realizaron pruebas t de Student para comparar
los valores obtenidos con los valores certificados de cada SRM (n = 6). Los valores t
experimentales obtenidos para todos los compuestos después del analisis del SRM
estuvieron por debajo del t (0,05, 5) = 2,57, lo que indica que al nivel de confianza del 95 %,
las concentraciones experimentales no diferian significativamente de las certificadas (Miller
& Molinero, 2010). También se evaluaron muestras de leche humana fortificadas para
complementar los estudios de recuperacién del SRM, considerando posibles diferencias en
la matriz. Los resultados de recuperacién de estas muestras enriquecidas mostraron un %R

en el rango del 97 al 104 % para todos los compuestos analizados.

En vista de los resultados obtenidos luego de la evaluacion de veracidad y precision,
los métodos analiticos se consideraron exactos para la determinacidon de las vitaminas

estudiadas en muestras de leche humana.

En la Tabla 18 se muestra una comparacion de los limites de deteccidén obtenidos en
este trabajo, con los limites reportados por otros autores luego del analisis por HPLC con
diferentes métodos de deteccion. Como se puede observar, los valores de LD obtenidos en
este trabajo fueron entre 5 y 80 veces inferiores a los reportados por Andrés et al. en
bebidas a base de leche mediante HPLC-DAD (Andrés, Villanueva, & Tenorio, 2014).
Ademas, el LD obtenido para el acido félico en este trabajo es 2,5 veces menor que el
reportado por Mahato et al. en arroz usando HPLC-DAD (Mahato et al., 2020). Asimismo, el
LD obtenido para el acido ascdorbico es 4,5 veces menor que el informado por Ferin et al.
(2013) en plasma humano empleando HPLC-DAD de exclusidon idnica. Sin embargo,
Chotyakul et al. (2014) obtuvieron valores de LD mas bajos para retinol, a-tocoferol y B-
caroteno en leche de vaca utilizando un enfoque cromatografico similar, lo que puede
explicarse por el hecho de que estos autores utilizaron el doble de cantidad de muestra
utilizada en este trabajo y el mismo volumen final. Por otro lado, el acoplamiento de

condiciones cromatograficas similares a diferentes sistemas de deteccion como la deteccion
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electroquimica culombimétrica (CLD) o la deteccidn por quimioluminiscencia (CLD) puede

mejorar los limites de deteccion del método analitico (Ma et al., 2017; Mahato et al., 2020).

Tabla 18. Comparacidn de los limites de deteccién de varios métodos de HPLC para la

determinacion de los compuestos estudiados.

o LD (mgL?) .
T Muest Ref
écnica uestra R at Bc AF AA eferencia
Leche Martinez-
HPLC-DAD humana 0011 0,009 - - - Rojano (2016)
Leche de Chotyakul et
HPLC-DAD vaca 0,006 0,027 0,004 - - al. (2014)
HPLC-DAD Bebidas 4050 0600 0900 - . Tarrago-Tran
lacteas etal. (2012)
Productos Lebiedziriska
HPLC-CED alimenticios i i i 0,0013 i et al. (2008)
Leche Ma et al.
HPLC-CLD Humana - - - - 0,008 (2017)
Mahato et al.
HPLC-DAD Arroz - - - 0,020 - (2020)
HPLC-DAD exclusion Plasma i i i i 0.054 Ferin et al.
i6nica humano ! (2013)
HPLC-DAD leche 0010 0081 0011 0008 0012  Estetrabajo
humana

CED: deteccidn electroquimica culombimétrica, CLD: deteccién por quimioluminiscencia, DAD: deteccion por

arreglo de diodos, R: retinol, a-t: a-tocoferol, B-c: B-caroteno, AF: acido félico, AA: acido ascdrbico.

Cabe destacar que también se llevo a cabo la determinacion de cobalamina, pero en

este caso no fue necesario realizar optimizacion y validacion, sino solo una adecuacién al

uso, ya que se utilizd un kit ELISA especifico para este fin. En este caso simplemente se

verificaron las condiciones establecidas por el fabricante. A saber, se corroboré un limite de

cuantificacion de 0,3 pg L' y un rango lineal de 0,3 — 40,0 ug L. La veracidad expresada

como %R fue luego del andlisis del SRM correspondiente fue del 98 %.
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3.3.4 Determinaciones de vitaminas en muestras de leche humana donada

Una vez finalizado el proceso de validacidn, se analizaron los analisis de muestras de
leche humana proporcionadas por el banco de leche humana. Se analizaron un total de 40
muestras (10 de calostro y 30 de leches maduras), antes y después de la pasteurizacién. En
la Tabla 19 se muestran las concentraciones promedio obtenidas para cada compuesto,
separadas por calostro y leche madura, cruda (C) y pasteurizada (P), asi como el porcentaje
de pérdida luego de la pasteurizacion. Por otro lado, cabe destacar que los contenidos de
grasa total fueron 4,5 + 1,1 % m/v (calostro) y 7,0 + 0,5 % m/v (leche madura),

respectivamente, tal como se informara previamente en la Tabla 4.

Tabla 19. Concentraciones de retinol, a-tocoferol, B-caroteno, acido félico y acido ascdrbico en
las muestras de leche donada analizadas.

Concentracién (mg L) Pérdida Concentracién (mg L) Pérdida
Compuesto romedio romedio
Calostro (C) Calostro (P) P I Madura (R) Madura (P) P I
(%) (%)
Retinol 1,5+0,2 1,3+0,1 10,8* 0,38 £ 0,08 0,38 £ 0,08 6,9%
a-tocoferol 12,8+ 2,5 11,2+0,6 12,1%* 2,9+0,7 2,7%+0,6 7,0*
B-caroteno 0,58 £ 0,08 0,52+0,01 11,1* 0,067 £ 0,009 0,062 £ 0,010 6,4*
Acido félico 1,05+0,20 0,95+0,23 9,5* 20,3+4,7 18,0+5,2 11,3*
Acido ascorbico 55,4+4,1 48,6 +5,1 12,2%* 36,1+5,9 31,0+5,1 14,2%*
0,00039 0,00037+
Cobalamina 0,0018 £ 0,0004 0,0017 £ 0,0005 5,2 3,9
0,00008 0,00007

C) cruda, P) pasteurizada. Expresado como: promedio + desviacion estandar (n = 10 para calostroy n =30

para leche madura). *Diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).

Los niveles medios de retinol y B-caroteno expresados en términos de grasa total
fueron 33,3 pg g* (calostro)/ 5,42 pg g* (leche madura) y 12,8 pg g* (calostro)/ 0,96 pg g*
(leche madura), respectivamente. Se puede decir que los niveles de retinol encontrados en
madres uruguayas coincidieron con los reportados previamente por Martinez-Rojano et al.
(2016) en madres mexicanas, Matamoros et al. (2014) en madres argentinas, y Ollilainen et
al. (1989) en madres finlandesas. Asimismo, los niveles de B-caroteno coincidieron con los
niveles informados por Xavier et al. (2018) en madres espafiolas. En términos generales, los
niveles de B-caroteno obtenidos en este trabajo estan en el mismo orden de magnitud y

siguen tendencias similares en cuanto a la transicion del calostro a la leche madura, como

102



lo reporta la literatura (Giuliano et al., 1994; Gossage et al., 2002). Segun Giuliano et al.
(1994) el contenido de carotenoides puede fluctuar a lo largo del dia debido a diferencias
interindividuales, mientras que la composicion del calostro no representa el contenido de
nutrientes estabilizado de la leche madura. Por tanto, los datos obtenidos deben evaluarse
cuidadosamente ya que el contenido de carotenoides en el calostro es significativamente
mayor que en la leche madura (Xavier et al., 2018). La disminucion promedio en los niveles
de B-caroteno por un factor de 8 obtenida en este trabajo es similar a la reportada por

Schweigert et al. (2004).

Por otro lado, los niveles de o-tocoferol coincidieron con los reportados
previamente por Martinez-Rojano (2016) en madres mexicanas y por Romeu-Nadal et al.
(2008) en madres espafiolas. El contenido de vitamina E en la leche humana es muy variable
y se presenta principalmente como a-tocoferol. En comparacién con los otros isémeros, el
o-tocoferol es menos estable durante el procesamiento y el almacenamiento, pero tiene la
mayor actividad bioldgica con efectos antioxidantes beneficiosos en la prevencion de
enfermedades. Factores ambientales como el oxigeno, la luz, la temperatura y también
factores intrinsecos como la actividad del agua, el contenido de grasa y el pH influyen en su
estabilidad (Chotyakul et al., 2014). De acuerdo con Picciano (2001) el contenido de a-
tocoferol es mayor en el calostro (~10 mg L), disminuyendo y estabilizdndose en la leche

madura (~3-4 mg L), lo que concuerda con la disminucion observada en este trabajo.

Los niveles de acido ascérbico obtenidos en este trabajo concuerdan con los
reportados por Romeu-Nadal et al. (2008) y Molté-Puigmarti et al. (2011) en madres
espafiolas. Asimismo, los niveles aproximadamente un 30 % mas bajos en la leche madura
en comparacion con el calostro coincidieron con datos anteriores informados en la
literatura (Guo, 2014). Se observé una disminucion significativa del 36,2 % en los niveles
entre el calostro y la leche madura en acuerdo con lo reportado por Leén-Sanz et al. (2021).
El calostro contiene niveles mds altos de acido ascdrbico en comparacién con la leche
madura, lo cual es fundamental ya que éste juega un papel crucial en el apoyo al sistema
inmunoldgico del recién nacido para combatir infecciones. Los niveles de acido ascdorbico

en la leche madura disminuyen en comparacion con el calostro, con concentraciones que
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oscilan entre 30-40 mg L%, dependiendo de la dieta de la madre y otros factores como el
tabaquismo, el estrés y el uso de suplementos, entre otros (Bzikowska-Jura et al., 2018;

Ledn-Sanz et al., 2021).

En cuanto a los niveles de acido félico, se puede decir que los niveles encontrados
en madres uruguayas coincidieron con los reportados en la literatura internacional (Guo,
2014; Garcia-Lopez, 2011), siguiendo tendencias similares con respecto a la transicion del
calostro a la leche madura como en acuerdo con datos de otros autores (Garcia-Lopez,
2011). La variabilidad en el contenido de acido félico se debe a diferencias interindividuales
en la ingesta dietética materna de fuentes alimentarias de esta vitamina. La concentracion
exacta de acido félico en el calostro puede variar entre las madres, pero generalmente no
se considera una fuente importante de folato para el recién nacido, ya que este compuesto
es captado principalmente por el feto en desarrollo a través de la placenta durante el
embarazo. Luego del nacimiento, si la madre sigue una dieta equilibrada, los niveles de
folato en la leche madura generalmente son adecuados para satisfacer las necesidades del
bebé. Cabe recordar que el folato es crucial para la sintesis de ADN, la divisién celular y el

desarrollo cerebral del bebé (Picciano, 2001).

Finalmente, los niveles de cobalamina encontrados en las muestras de madres
uruguayas coincidieron con los reportados en la literatura internacional (Garcia-Lépez,
2011). De acuerdo con Sauberan (2019), la vitamina B12 se encuentra naturalmente en la
leche humana en el rango 0,3 — 3 pg L. Asimismo, cabe destacar que hubo un marcado
descenso en los niveles de esta vitamina al pasar del calostro a la leche madura, lo cual
coincide con datos de la literatura, ya que la concentracion en calostro puede ser hasta 20
veces superior respecto a la de la leche madura, dependiendo de las caracteristicas de la
madre (Sauberan, 2019). Se considera que los valores encontrados son suficientes para
cumplir con la ingesta diaria recomendada de lactantes hasta 6 meses de edad,
considerando los niveles de concentracidn y las condiciones normales de consumo en cada
etapa. Si la madre lleva adelante una dieta variada y equilibrada no se requiere el uso de
suplementos vitaminicos, sin embargo, se ha observado carencia de vitamina B12 en leche

de mujeres con dietas vegetarianas estrictas (veganas), enfermedades malabsortivas

104



(Crohn, celiaquia), mal estado nutricional, anemia perniciosa, nivel socioeconémico bajo y
en caso de catdstrofes naturales o guerras. Se ha demostrado que los lactantes que
provienen de madres que sufren alguna de estas situaciones poseen alto riesgo de padecer
trastornos relacionados a la carencia de vitamina B12, pudiendo cursar anemia, retraso de

crecimiento y retraso psicomotor.

3.3.5 Evaluacidn de las pérdidas de vitaminas luego de la pasteurizacion

En lo que respecta a las pérdidas de vitaminas por efecto de la pasteurizacion, se
observaron los resultados que se discuten a continuacion. Cabe destacar que para las
comparaciones con datos de la literatura internacional se consideraron trabajos que

involucraban pasteurizaciones tipo Holder en todos los casos.

Para retinol y pB-caroteno las pérdidas promedio observadas luego de la
pasteurizacion fueron estadisticamente significativas (p < 0,05), concretamente 7,0 % (leche
madura) y 12,1 % (calostro), respectivamente. Estos resultados estan de acuerdo con los
reportados previamente por otros autores (Matamoros et al., 2014). También se observo
una mayor pérdida después de la pasteurizacién para el retinol y el B-caroteno en el
calostro, lo que puede explicarse por las diferencias en el contenido de grasa de ambas
etapas. Como se puede observar en la Tabla 4, el contenido de grasa fue aproximadamente
un 35 % menor en el calostro, lo que puede resultar en una menor retencion de vitaminas
liposolubles durante el tratamiento térmico. Asimismo, los referentes de los bancos de
leche humana a nivel mundial recomiendan optimizar las medidas de toma de muestra y
conservaciéon de la leche para evitar pérdidas de vitamina A, la cual es particularmente
sensible a la luz (Matamoros et al., 2014). En este sentido, cabe destacar que el porcentaje
de pérdida observado en este trabajo fue inferior al hallado en leche humana donada al BLH
de la Maternidad del Hospital Universitario de Rio Grande del Norte (Brasil), donde la
pérdida reportada fue del 34 %. Esta diferencia podria deberse a un cuidado mas eficiente

de la leche luego del proceso de pasteurizacién en el BLH-CHPR.

En el caso del a-tocoferol también se observaron perdidas estadisticamente

significativas (p < 0,05) luego de la pasteurizacion, del orden de 12,1 % (calostro) y 7,0 %
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(leche madura), lo cual puede relacionarse con el contenido de grasa en cada etapa, tal
como se describid en el parrafo anterior. Las perdidas observadas coinciden con los valores
reportados por Romeu-Nadal et al. (2008) en leche humana. Estas pérdidas observadas para
el a-tocoferol son similares a las reportadas por Romeu-Nadal et al. (2008), las cuales se
deben ala sensibilidad del compuesto al calor y al oxigeno atmosférico. Varios estudios han
documentado que la pasteurizacién Holder reduce de manera significativa los niveles de a-
tocoferol en la leche humana. Se estima que la reduccién puede variar entre el 15y el 35 %
de su concentracion original dependiendo de factores como el tiempo de exposicién, la
temperatura y la composicion especifica de la leche (Guo, 2014). De acuerdo con Silvestre
et al. (2008), luego de la pasteurizacién Holder ocurre una disminucion general en los
niveles de agentes antioxidantes, incluyendo la vitamina E, lo cual podria comprometer las

propiedades antioxidantes de la leche donada.

En cuanto a las pérdidas debidas a la pasteurizacién para el acido ascérbico, se
observaron disminuciones promedio estadisticamente significativas (p < 0,05) de 12,2 %
(calostro) y 14,2 % (leche madura), lo que concordé con valores previos reportados en la
literatura (Romeu-Nadal et al., 2008; Moltd-Puigmarti et al., 2011). Estas pérdidas estan
relacionadas con la susceptibilidad del compuesto al aumentar la temperatura. Cuando las
muestras de leche se exponen a altas temperaturas, luz u oxigeno, asi como a la presencia
de algunos metales pesados como cobre o hierro, el dcido ascérbico puede oxidarse a dcido
dehidroascorbico. Este ultimo, aunque tiene actividad de vitamina C, ya que puede
reconvertirse en acido ascérbico en el cuerpo humano, es muy inestable y se pierde
principalmente como acido dicetoguldnico, que no muestra actividad (Molté-Puigmarti et
al., 2011). Por este motivo, el seguimiento del acido ascérbico en la leche humana donada
es de gran relevancia para evitar o minimizar la incidencia de determinados trastornos en
los lactantes. Los resultados de esta tesis muestran que el acido ascérbico es mas inestable
respecto a las otras vitaminas estudiadas en respuesta al tratamiento térmico, por lo cual

puede ser utilizado para el monitoreo de calidad del proceso (Romeu-Nadal et al., 2008).

En cuanto a las pérdidas luego de la pasteurizacién para el acido fdlico, se

observaron disminuciones estadisticamente significativas del 8,6 % (calostro) y del 11,3 %
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(leche madura), las cuales estan relacionadas con la susceptibilidad del compuesto al
aumento de temperatura y al contacto con el oxigeno atmosférico. Estos valores estan de
acuerdo con los resultados reportados por Peila et al. (2016), donde se describe que pueden
existir pérdidas de este compuesto de hasta aproximadamente un 20 % de su concentracion
inicial. Ademas, cabe destacar que los valores obtenidos son considerablemente superiores

a los reportados en otras leches animales (Shetty et al., 2020).

En el caso de la cobalamina no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05) en los niveles de concentracién luego de la pasteurizacién en
ninguno de los dos estadios. Esto estd en acuerdo con lo informado por Peila et al. (2016).
A diferencia de otras vitaminas sensibles al calor, la cobalamina es relativamente estable
bajo las condiciones de pasteurizacion Holder, y no se observan pérdidas significativas en
su concentracién. Esto se debe a la estructura quimica de la cobalamina, que es mas
resistente a la degradacion térmica en comparacion con vitaminas como el acido ascorbico
o el folato. Si bien la cobalamina es sensible a la luz y a cambios de pH extremos, su
estabilidad térmica es mayor, lo que permite que conserve su integridad durante el proceso
de pasteurizacion. Este hallazgo es muy importante, ya que esta vitamina es esencial para
la formacion de glébulos rojos y el desarrollo neuroldgico, y un adecuado contenido en la

leche pasteurizada es clave para asegurar un aporte nutricional completo para los lactantes.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que el acido ascérbico seria
ligeramente mas inestable al tratamiento térmico que el resto de los compuestos
estudiados. Por tanto, el seguimiento de este compuesto seria un buen indicador de calidad
de la leche materna donada. En este sentido, el dcido ascdrbico ya ha sido propuesto como

biomarcador de estrés oxidativo en muestras bioldgicas (Romeu-Nadal et al., 2008).

Es importante destacar que, a pesar de las pérdidas debidas a la pasteurizacién
observadas para todas las vitaminas, exceptuando la cobalamina, los niveles siguen siendo
adecuadosy se encuentran en el rango de valores reportados en otros estudios. Las ingestas
adecuadas para los compuestos en estudio son: 0,4 mg/dia (0 — 6 meses) y 0,5 mg/dia (6 —

12 meses) (retinol), 4 mg/dia (0 — 6 meses) y 5 mg/dia (6 — 12 meses) (a-tocoferol), 40
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mg/dia (0 — 6 meses) y 50 mg/dia (6 — 12 meses) (acido ascérbico), 0,065 mg/dia (0 — 6
meses) y 0,080 mg/dia (6 — 12 meses) (folato), 0,0004 mg/dia (0 — 6 meses) y 0,0005 mg/dia
(6 — 12 meses) (cobalamina) (NIH, 2024). En este sentido, considerando un consumo diario
de calostro en el rango de 40 a 300 mL y un consumo diario de leche madura en el rango
600 a 1000 mL, podria decirse que la leche donada por el BLH-CHPR estaria aportando las
cantidades necesarias de las mencionadas vitaminas, aun a pesar de las pérdidas
observadas en algunos casos. Cabe destacar que, entre los 6 y 12 meses, se acompaia la

dieta con alimentos sdlidos.

3.3.6 Monitoreo vitaminico en muestras de madres pertenecientes a distintas dietas
Aligual que lo reportado en la Seccion 3.2.7 se evalud si el contenido de algunas de
las vitaminas estudiadas estaba relacionado con el tipo de alimentacién de las madres
donantes. Con este fin se analizaron las mismas muestras pertenecientes a madres
omnivoras y veganas. Se analizaron muestras de leche madura cruda (sin pasteurizar) de
seis madres en cada grupo, aproximadamente en el mismo estadio de tiempo. Estas madres
no pertenecian al BLH-CHPR, sino que fueron donantes externas, sanas y con edades entre
22 y 38 afios. De esta forma, se evalud si existian diferencias significativas en los niveles de

vitaminas segun el tipo de dieta.

Tabla 20. Niveles de vitaminas en las muestras de leche humana madura de madres con
marcados habitos alimenticios.

Concentracién (mg L?) (n = 6)

Tipo de dieta i )
Retinol B-caroteno a-tocoferol Acido ascoérbico Acido félico
Omnivora 0,51 £ 0,09 0,077 £ 0,008 4,0+0,9 399+7,1 25,2+7,0
Vegana 0,46 £ 0,08 0,071 +£0,010 3,7+0,8 43,4+6,8 22,6 £8,3

Tal como se puede apreciar en la Tabla 20 los niveles de vitaminas en la leche de
madres omnivoras y de madres veganas son muy similares, no encontrandose diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos (p < 0,05). Estos hallazgos concuerdan
con los resultados reportados por Ureta-Velasco et al. (2023) para estas mismas vitaminas.

Asimismo, los resultados obtenidos para el 4cido félico concuerdan con los reportados por

108



Karcz & Krolak-Olejnik (2021), lo cual era de esperarse, ya que se sabe que el contenido de
folato en la leche no depende de la ingesta materna, sino que su organismo regula y
mantiene los niveles de folato para asegurar que el bebé reciba una cantidad adecuada

(Allen, 2012).

En términos generales, la mayor preocupacion entre las madres veganas es el
contenido de vitamina B12 en su leche, ya que ésta es escasa en los alimentos de origen
vegetal y su deficiencia en la madre lactante puede provocar un deterioro cognitivo
irreversible y otros trastornos neuroldgicos, asi como complicaciones hematoldgicas en el
lactante (Dror & Allen, 2008). Sin embargo, de acuerdo con Ureta-Velasco et al. (2023) la
dieta vegana puede ser adecuada para las mujeres lactantes si se proporciona una
suplementacidn suficiente. Si bien se pueden encontrar en la literatura varios trabajos que
evaluan los niveles de vitamina B12 entre madres veganas y omnivoras, existe muy poca
informacién acerca de los niveles de otras vitaminas entre ambos grupos. En este sentido,
si bien no pudo evaluarse la vitamina B12 en este grupo de muestras, si se evaluaron otras
cinco vitaminas, proporcionando informacién relevante en lo que respecta a la nutricion de

los lactantes.

3.4 Interacciones entre oligoelementos y vitaminas

De forma de estudiar la interaccidon y correlacidon entre los oligoelementos y las
vitaminas analizadas en las muestras de leche humana, se llevé a cabo un estudio de

correlacién de Pearson. Los resultados se presentan a continuacion en la Tabla 21.
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Tabla 21. Coeficientes de correlacion de Pearson (r) para oligoelementos y vitaminas.

Cu Fe Zn Se | AA R a-t B-c AF
Cu 1 0,0684 0,2442 0,4952* 0,0975 0,2408 -0,0963 0,1919 -0,2170 10,1012
Fe 1 0,2002 0,2768 0,1637 0,4793* 0,1675 0,1816 0,2398 0,5122*
Zn 1 -0,4926* 0,4023 0,5263* 0,4962* 0,3217 0,4837* 0,5567*
Se 1 0,4002 0,1636 0,3283 0,6018* 0,3080 0,1007
| 1 0,1304 0,0980 0,0796 0,0805 0,0986
AA 1 0,1774 0,1796 0,1780 0,6109*
R 1 0,8184* 0,8454* 0,1025
a-t 1 0,8227* 0,1121
-C 1 0,1069

AF 1

R: retinol, a-t: a-tocoferol, B-c: B-caroteno, AF: 4cido félico, AA: 4cido ascérbico.
*Diferencias estadisticamente significativas (p < 0,01).

Los resultados del estudio de correlacion realizado sobre las muestras de leche
humana donada al BLH-CHPR mostraron correlaciones positivas estadisticamente
significativas (p < 0,01) entre los pares Cu/Se, Fe/acido ascérbico, Fe/acido félico, Zn/acido
ascorbico, Zn/retinol, Zn/ B-caroteno, Zn/acido fdlico, Se/a-tocoferol, acido ascérbico/acido
félico, retinol/a-tocoferol, retinol/B-caroteno y a-tocoferol/B-caroteno. De acuerdo con
Hurtado & Dominguez (2009), las correlaciones retinol/a-tocoferol, retinol/B-caroteno y a-

tocoferol/B-caroteno corresponden a correlaciones fuertes (r > 0,8).

Es interesante sefialar que tanto Perrone et al. (1994) como Almeida et al. (2008)
reportaron previamente una correlacion positiva significativa entre cobre y selenio. La
aparicidon de estas correlaciones entre oligoelementos probablemente refleja mecanismos
similares en su paso del plasma a la leche en la glandula mamaria, pero se necesita mas

informacién para fundamentar esta suposicion.

Asimismo, la correlacién positiva entre selenio y a-tocoferol puede deberse a que
ambos actlan como antioxidantes y trabajan en conjunto para proteger las células del daino
oxidativo. Ambos nutrientes trabajan sinérgicamente para mejorar la capacidad

antioxidante del organismo (Rayman, 2000).

En cuanto a las correlaciones positivas entre dcido ascdérbico y oligoelementos, se
puede decir que este compuesto es capaz de aumentar la absorcion de hierro al mantenerlo

en su forma ferrosa (Fe?*), que es mas soluble y absorbible a nivel del intestino. Este efecto
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se observa principalmente en la absorcion intestinal, pero puede tener implicaciones en los
niveles generales de hierro de la madre y, en consecuencia, en la concentracién de hierro
de su leche, lo cual puede explicar la correlacidon positiva observada. En forma analoga,
existe evidencia que sugiere que el acido ascdrbico también puede mejorar la absorcion de

zinc, lo cual explicaria la correlacién positiva con este oligoelemento (Harari, 2010).

Asimismo, la correlacion positiva observada entre el zinc y la vitamina A puede
explicarse ya que el zinc es necesario para la liberacion y el transporte de esta vitamina en
el organismo. Niveles adecuados de zinc pueden mejorar la disponibilidad de vitamina A en

la leche materna (Christian & West, 1998).

En lo que respecta a la correlacion entre la vitamina Ay la vitamina E, puede decirse
gue ambas son liposolubles y su concentracidon en la leche materna esta influenciada por la
ingesta dietética de la madre. Normalmente, existe una correlacién positiva entre la
concentracion de estas vitaminas, ya que una dieta rica en grasas saludables y
micronutrientes suele aumentar los niveles de ambas en la leche materna (Schweigert &
Dudenhausen, 1992). En forma similar, la vitamina Cy vitamina B9 son ambas hidrosolubles
y pueden estar correlacionadas, especialmente en madres que consumen una dieta rica en
frutas y vegetales. La vitamina C puede influir positivamente en la estabilidad vy
biodisponibilidad del acido félico, lo que puede reflejarse en sus concentraciones en la leche

materna (Ortega et al., 1997).

Paralelamente, se encontré una correlacidn inversa para entre selenio y zinc, lo cual
concuerda con los hallazgos de Perrone et al. (1994) y de Almeida et al. (2008). El hecho de
gue el selenio se correlacione inversamente con el zinc y directamente con el cobre, podria
significar que el contenido de zinc y cobre en la leche depende de la variacidn en la ingesta

de selenio de la madre.

Finalmente, cabe destacar que todas estas correlaciones son influenciadas por
muchos factores, incluyendo la dieta de la madre, la suplementacion y el estado de salud
general. Asimismo, la biodisponibilidad de oligoelementos y vitaminas puede variar, lo que

también puede influir en sus concentraciones en la leche materna.
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3.5 Consideraciones finales sobre la pasteurizacion Holder y potenciales

alternativas

El creciente nimero de bebés que nacen extremadamente prematuros y sobreviven
al nacer y después, con una edad gestacional de tan solo 22 semanas, representa un nuevo
desafio para la nutricion neonatal. En las Ultimas décadas, las organizaciones de la salud y
las sociedades cientificas han identificado la leche humana como el estdndar normativo
para la alimentacion y nutricion del lactante prematuro, ya que confiere proteccion contra
diversas patologias, mejora la salud cardiovascular y el desarrollo neurocognitivo a largo
plazo (Arslanoglu et al., 2013). Como se comentd previamente, la leche humana materna
es la primera opcion para la alimentacién del lactante prematuro. Sin embargo, cuando ésta
no es suficiente, la mejor alternativa es la leche humana donada obtenida de bancos de

leche humana (Moro et al., 2019).

La leche humana donada debe pasteurizarse para inactivar agentes virales vy
bacterioldgicos. Actualmente, las directrices internacionales para el establecimiento y
manejo de bancos de leche humana recomiendan el método de pasteurizacion Holder
(HMBANA, 2018). Se sabe que la leche humana pasteurizada retiene muchos componentes
beneficiosos y protectores de la leche humana fresca, sin embargo, también afecta algunas
de las propiedades nutricionales y elimina microorganismos beneficiosos. Esto resulta en la
reduccion de algunos mecanismos bacteriostaticos que hacen que la leche sea mas
susceptible a la contaminacion bacteriana luego del calentamiento y disminuye su valor

nutricional (Moro et al., 2019).

En este trabajo de tesis se observaron pérdidas estadisticamente significativas (p <
0,05) en los niveles de selenio, retinol, a-tocoferol, B-caroteno, acido fdélico y acido
ascorbico, luego del proceso de pasteurizacion. En contraposicidon, se destaco la ausencia
de pérdidas significativas en el caso de la cobalamina. La pérdida de algunos componentes
biolégicamente activos como resultado de la pasteurizacion Holder constituye la principal
limitante en cuanto a la difusion de la utilizacion de leche humana donada en la

alimentacion de lactantes prematuros. En este sentido, han surgido varias alternativas en
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los ultimos afios para superar éste y otros problemas, siendo las mas ampliamente
estudiadas la pasteurizacion a alta temperatura y tiempo corto (HTST), el procesamiento a

alta presion (HPP) y la irradiacidn ultravioleta-C (UV-C) (Moro et al., 2019).

La HTST generalmente se realiza calentando capas delgadas de leche en sistemas de
flujo continuo a 72 °C durante 15 segundos. Esta tecnologia se ha aplicado al tratamiento
de leche humana donada con resultados prometedores (Peila et al., 2016). Escuder-Vieco
et al. (2018) describieron equipamiento disefiado especificamente para el procesamiento
continuo de leche humana donada mediante HTST, considerando las necesidades
especificas de un banco de leche humana. La calidad microbioldgica, la actividad de las
enzimas indicadoras y los indices de dafio térmico fueron evaluados antes y después del
tratamiento HTST utilizando diferentes combinaciones de temperatura y tiempo.
Finalmente, lo resultados se compararon con los resultados obtenidos luego de realizar
pasteurizacion Holder sobre las mismas muestras, encontrandose una mayor retencion de
inmunoglobulinas, algunas hormonas, actividad lipasa estimulada por sales biliares y

capacidad antioxidante en las muestras de leche humana donada tratadas mediante HTST.

Asimismo, con el fin de acortar el tiempo requerido para la pasteurizacion Holder y
mejorar el perfil nutricional de la leche, Capriati et al. (2019) reportaron una modificacién
de la pasteurizacién Holder mediante cambios de bioingenieria en las curvas de tiempo-
temperatura de la pasteurizadora, obteniendo asi una versién modificada, la cual consiste
en el calentamiento de las muestras a 70 °C durante 3 minutos, similar a HTST, tal como se

puede apreciar a continuacién en la Figura 18.
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Figura 18. Curvas tiempo temperatura para método Holder (a) y método Holder modificado (b).
Extraido de: Capriati et al. (2019).
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En este caso, los autores llegaron a la conclusion de que el método Holder
modificado proporcionaba la misma seguridad microbiolégica y producia cambios
nutricionales similares a los observados para el método Holder convencional de acuerdo
con los niveles de calcio, triglicéridos y aminodacidos evaluados. Sin embargo, el método
modificado tiene la ventaja de consumir menos tiempo y es probablemente mas rentable
gue el convencional. Por lo tanto, podria resultar muy valioso en instituciones donde se
requiere una gran cantidad de preparados lacteos diariamente. Otros aspectos

nutricionales deberian evaluarse en el futuro para confirmar estos resultados preliminares.

El tratamiento HPP es un método de procesamiento no térmico que se puede aplicar
a distintos tipos de alimentos para proporcionar productos microbiolégicamente seguros,
nutricionalmente intactos y caracteristicas sensoriales de alta calidad (Considine et al.,,
2008). Esta técnica inactiva los microorganismos patégenos mediante la aplicacién de alta
presion hidrostatica (generalmente 400 a 800 MPa) mediante tratamientos de corta
duracién (generalmente 5 a 10 min) (Huppertz et al., 2006). La pureza microbioldgica
alcanzada utilizando HPP es comparable con la obtenida luego de la pasteurizacién térmica
(Windyga et al., 2015). Asimismo, estudios recientes sugieren que un tratamiento con HPP,
a presiones inferiores a 600 MPa durante 15 minutos, permite conservar la actividad
antirotaviral (Parrén et al., 2018). El método HPP respeta mejor las propiedades sensoriales
y nutricionales de los alimentos respecto a la pasteurizacién Holder, debido a la ausencia
de tratamiento térmico (Contador et al., 2015). Sin embargo, puede producirse un cambio
en la fraccion lipidica, ya que la grasa de la leche se distribuye en forma de glébulos en el
liquido coloidal producido por la glandula mamaria, y cualquier factor fisico capaz de influir
en la estabilizacidn de este componente, ya sea la presurizacién o alta temperatura, puede
provocar una disminucién de su tamano (Huppertz et al., 2002). En este sentido, aumentar
la presion por encima de 600 MPa podria provocar cambios en el contenido de acidos grasos
en la leche humana y aumentar la presencia de productos de oxidacidn lipidica (Huppertz

etal., 2017).

El tratamiento UV-C utiliza radiacién ultravioleta de longitud de onda corta (200 a

280 nm), la cual que es perjudicial para los microorganismos. Cuanto mayor es la exposicion
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a la radiacion UV, mejor es el resultado, asegurando una destruccién completa de todos los
microorganismos presentes en el alimento. Este tratamiento posee una serie de
caracteristicas que lo convierten en un buen candidato como alternativa a la pasteurizacion
Holder, ya que la radiacién UV soélo penetra las muestras unos pocos milimetros,
dependiendo de las propiedades dpticas, sin alterarlas. Sin embargo, la radiacién UV no
puede penetrar la leche ni otros alimentos turbios. Como consecuencia, estas sustancias
deben presentarse al sistema como una capa delgada, lo cual no resulta eficiente cuando
se tratan diariamente grandes volimenes de leche humana donada. A pesar de esto, el
tratamiento UV-C proporciona una excelente proteccion de los componentes bioldgicos, y
es capaz de producir una disminucion de al menos 5-logl0 en el nimero de bacterias
presentes en la leche humana (incluido Bacillus sp). Asimismo, se ha demostrado la
capacidad de la radiacidon UV para eliminar formas activas de citomegalovirus en la leche
humana (Lloyd et al., 2016). Desafortunadamente, hasta el momento no existe ningun
dispositivo, ni siquiera un prototipo, que permita el uso de esta tecnologia en un entorno

de banco de leche humana (Moro et al., 2019).

Estos métodos alternativos ofrecen varias ventajas y desventajas en términos de
eficiencia, conservacion nutricional y viabilidad para la produccién a gran escala. Por ello,
los investigadores contintian explorando y desarrollando nuevas tecnologias con el fin de
garantizar la seguridad alimentaria y la calidad nutricional de la leche humana donada. Estas
nuevas tecnologias se estan desarrollando rapidamente, siendo el objetivo final lograr una
mejor conservacién de los componentes nutricionales y bioactivos de la leche humana
cruda, garantizando al mismo tiempo la seguridad microbiolégica de este alimento, al

menos al mismo nivel que la pasteurizacidn Holder convencional.
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4 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

4.1 Conclusiones

Los procedimientos de preparacién de muestras propuestos fueron simples, rapidos
y precisos, ademas de adecuados a los objetivos propuestos, constituyendo herramientas
eficientes para la determinacién cuantitativa de los analitos estudiados. Los resultados
presentados respaldan la utilidad de los métodos analiticos optimizados, que fue
confirmada por las cifras de mérito obtenidas luego de la validacidon correspondiente.
Asimismo, se pudieron implementar en algunos casos métodos multielemento vy
multicompuesto, los cuales se optimizaron de forma de alinearse los mas posible con los
principios de la Quimica Analitica Verde, buscando generar mayor eficiencia y un menor
impacto sobre el ambiente y el analista.

Los valores de los elementos esenciales son acordes a los reportados en la literatura
para leche humana y constituyen una actualizacion de la informacidn sobre este alimento
Unico para los recién nacidos y lactantes. Asimismo, los niveles de Pb en las muestras
evaluadas son acordes con los valores reportados a nivel internacional para madres no
expuestas, garantizando la inocuidad del alimento frente a este contaminante inorganico.
Estos datos son muy valiosos, pues constituyen los primeros reportes en madres uruguayas.
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los niveles antes y
después de la pasteurizacion, salvo para el selenio.

En cuanto a los niveles de vitaminas se observd una mayor concentracion de
vitaminas en el calostro respecto a la leche madura, a excepcion del acido félico, que mostré
una tendencia opuesta. Asimismo, se observaron descensos estadisticamente significativos
para todas las vitaminas tras la pasteurizacién, entre el 6,4 y el 14,2 %. Estas pérdidas fueron
mas significativas para las vitaminas liposolubles en el calostro, lo que puede explicarse por
la menor concentracién de grasa en esta etapa. Estos resultados son de suma importancia
ya que constituyen los primeros datos reportados en madres uruguayas.

En todos los casos las concentraciones de los analitos fueron mayores en el calostro

respecto a la leche madura, a excepcidn del acido félico, tal como se reporta en la literatura,
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lo cual estd relacionado con la composicién total de la leche en cada una de las etapas vy la
forma en la que los analitos se unen a la matriz, asi como de los requerimientos
nutricionales del lactante en cada etapa.

Paralelamente, se evalud la variacion intradia e intrames en los niveles de los
oligoelementos en estudio, la cual mostré cambios estadisticamente significativos en los
niveles de cobre, hierro y zinc intradia, siendo la concentracion de hierro un 44 % mayor en
la mafana. Cabe destacar que estos son resultados parciales, obtenidos de una muestra
pequefia, por lo cual no corresponde la generalizacion de éstos. Asimismo, se observaron
descensos estadisticamente significativos en los niveles de todos los oligoelementos
estudiados a lo largo de un mes, especialmente para cobre, hierro y zinc. Estos hallazgos
estuvieron en acuerdo con datos de la literatura internacional. Adicionalmente, con el fin
de evaluar la incidencia de la dieta materna, se compararon los niveles de oligoelementos
entre un grupo de madres veganas y un grupo de madres omnivoras. Los resultados
mostraron diferencias significativas entre ambos grupos para todos los oligoelementos
estudiados, siendo estos menores en la leche de madres veganas, en acuerdo con datos de
la literatura. Sin embargo, el mismo estudio aplicado a las vitaminas, demostré que los
niveles de éstas eran estadisticamente equivalentes entre ambos grupos.

Finalmente, se estudiaron potenciales correlaciones entre oligoelementos vy
vitaminas, observandose algunas correlaciones estadisticamente significativas,
destacdndose la correlacién negativa selenio/zinc y varias correlaciones positivas como
cobre/selenio, hierro/acido ascérbico, selenio/a-tocoferol, retinol/a-tocoferol y acido
ascorbico/acido fdlico, entre otras. La existencia de estas correlaciones en la leche humana
tiene varias implicaciones bioldgicas importantes como ser la interdependencia nutricional
a nivel de la absorcién y el metabolismo, el equilibrio nutricional y el desarrollo infantil.
Asimismo, comprender estas correlaciones puede ayudar a formular mejores sustitutos de
la leche humana, asegurando que los lactantes que no pueden ser amamantados reciban
un perfil nutricional lo mas parecido posible al de la leche humana materna.

En suma, se destacan los siguientes grandes aportes del trabajo de tesis: el aporte

analitico mediante la implementacidn de estrategias de trabajo multianalito y alineadas con
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los principios de la Quimica Analitica Verde, el aporte al conocimiento composicional de la
leche humana en Uruguay, el aporte del efecto de la pasteurizacién sobre los niveles de
nutrientes esenciales y su efecto sobre los requerimientos de los lactantes, y el efecto de la
dieta materna sobre la composicién de la leche. Asimismo, la informacidn obtenida en este
trabajo de tesis se considera de interés general para la sociedad, ya que aporta nueva
informacién sobre la leche de madres uruguayas que no estaba disponible hasta el
momento, si bien ha habido muchos avances en otras lineas de estudio relacionadas con
leche humana en nuestro pais. Cabe destacar que en todos los casos los niveles de los
nutrientes estudiados serian aptos para cubrir las necesidades de los lactantes, en acuerdo
con las guias internacionales. La informacion obtenida constituye ademas una actualizacion
sobre cémo la pasteurizacién Holder puede afectar la composicidon de la leche humana
donada a los bancos, principalmente a ciertos nutrientes esenciales. Esto podria impulsar
el desarrollo de otras tecnologias de tratamiento microbioldgico, con el fin de obtener un
mejor aprovechamiento de este alimento de alto valor nutricional para los lactantes. En la
actualidad existen varios avances relacionados con tratamientos alternativos como ser la
pasteurizacidon a alta temperatura y tiempo corto, el procesamiento a alta presidn y la
irradiacién ultravioleta-C, los cuales presentan una serie de ventajas y de desventajas, pero

gue podrian constituir alternativas mas eficientes en el futuro cercano.

4.2 Perspectivas

Se pretende continuar profundizando en la composicion de la leche humana,
expandiendo los estudios hacia la evaluacion de distintos nutrientes de interés y las
potenciales repercusiones sobre la salud. En particular, seria interesante estudiar la
especiacion de oligoelementos antes y después de la pasteurizacion, para evaluar si a pesar
de que no ocurran cambios en la concentracién total de un cierto elemento, si exista
interconversién de especies, afectando posteriormente su biodisponibilidad. En este
sentido, se prevé la presentacion de proyectos de investigacion interdisciplinarios
relacionados con esta linea de estudio. La interdisciplinariedad es fundamental, ya que

permite abordar problemas complejos desde diferentes perspectivas, enriqueciendo la
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comprension, fomentando la innovacién, mejorando la toma de decisiones y dando
respuesta a problemas complejos. La colaboracidn entre profesionales de distintas areas no
solo mejora los resultados, sino que también impulsa el progreso cientifico y social,

haciendo la interdisciplinariedad clave para enfrentar los desafios del siglo XXI.
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6 ANEXO

6.1 Presentaciones en eventos

Durante la realizacion de la maestria el trabajo realizado se ha presentado en diversas

instancias:

> Presentacion oral en el “6° Encuentro Nacional de Quimica - ENAQUI6”, realizado
del 16 al 18 de octubre de 2019 en Montevideo, Uruguay. "Efecto de la
pasteurizacion sobre los niveles de vitamina Ay E en leche humana". J. Santander,

A. Rodriguez, L. Panizzolo, |I. Machado.

> Presentacion de poster en el “5to Congreso Uruguayo de Quimica Analitica”,
realizado del 24 al 26 de octubre de 2018 en Montevideo, Uruguay. "Estudio del
efecto de la pasteurizacion sobre los niveles de vitamina C, cobre, hierro, selenio y
zinc en leche humana". J. Santander, A. Rodriguez, L. Panizzolo, I. Machado.

> Presentacién e-poster en el “7° Encuentro Nacional de Quimica — ENAQUI7”,
realizado del 3 al 5 de noviembre de 2021 en Montevideo, Uruguay. "Determinacién
de elementos esenciales y potencialmente tdxicos en leche materna humana de
madres uruguayas". J. Santander, A. Rodriguez, L. Panizzolo, |. Machado.

> Presentacion de poéster en el “8 Encuentro Nacional de Quimica — ENAQUI8”, a
realizarse 18 al 21 de octubre de 2023 en Montevideo, Uruguay. "Evaluacion de iodo
en leche humana: Efecto de la pasteurizacion". J. Santander, A. Rodriguez, L.
Panizzolo, I. Machado.

> Presentacioén oral en el evento “9th International Congress & Exhibition on Arsenic
in the Environment”, a realizarse del 20 al 24 de octubre en Bhubaneswar, India.
“Arsenic and lead monitoring in donated human milk from Uruguayan mothers”. J.
Santander, A. Puyol, A. Rodriguez, L. Panizzolo, I. Machado. Presentado por |I.

Machado.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Holder pasteurization, a process that consists of heating the sample at 62.5 °C for 30 min, is the most widely used
H_umafl milk protocol to ensure microbial inactivation in human milk. Aiming to evaluate vitamin losses after pasteurization,
Vitamins three extraction methods and the subsequent chromatographic conditions were optimized. For the simultaneous
g;t:;z:z:szzs determination of retinol, a-tocopherol, and f-carotene a saponification procedure was employed, while folic acid

and ascorbic acid were extracted using solvent extractions, followed by high-performance liquid chromatography
—diode array detection. Limits of detection were: 0.010 (retinol), 0.081 (a-tocopherol), 0.011 (B-carotene), 0.008
(folic acid), and 0.012 (ascorbic acid) (mgL™!). Trueness was verified by using a milk-based standard reference
material. Concentrations in raw milk samples from a Uruguayan human milk bank were: 1.5+0.2/0.38+0.08
(retinol), 12.8+2.5/2.9+0.7 (a-tocopherol), 0.58+0.08/0.067+0.009 (B-carotene), 1.05+0.20/20.3+4.7 (folic
acid), and 55.44+4.1/36.1+5.9 (ascorbic acid) (colostrum/mature, mgL'l). Statistically significant losses
(p<0.05) were observed after pasteurization for all studied compounds, ranging from 6.4 % to 14.2 %. Lip-
osoluble vitamins losses were higher in colostrum, probably due to the lower fat concentrations at this stage,
while the opposite tendency was observed for hydrosoluble vitamins. Ascorbic acid was the most affected

Liquid chromatography

compound. This work represents the first study monitoring vitamins in donated human milk in Uruguay.

1. Introduction

Human milk is the only recommended food for infants during the
first 6 months of life due to its high quality and cost-effectiveness. This is
because it provides several nutrients that promote growth and protect
infants against age-related diseases (Martinez-Rojano, 2016). The con-
sumption of human milk in premature newborns offers many benefits,
significantly reducing the risk of certain physiological disorders. How-
ever, the loss of nutrients in human milk can lead to important de-
ficiencies, that may affect infants’ health (Picaud & Buffin, 2017).

Human milk can be classified into three phases: colostrum, inter-
mediate, and mature milk. Colostrum is the secretion that is produced
during the first days after childbirth, being rich in immunoglobulins,
proteins, liposoluble vitamins and lactoferrin. Transitional milk is pro-
duced between the sixth and fourteenth days postpartum, characterized
by decreased concentrations of immunoglobulins and total proteins, and
increased lactose and total calories. Finally, mature milk, which is
secreted from the end of transitional milk until the end of lactation, is

* Corresponding author.
E-mail address: imachado@fq.edu.uy (I. Machado).

https://doi.org/10.1016/j.jfca.2024.106673

characterized by being richest in fat (Guo, 2014). The chemical
composition at each stage is appropriate to the nutrient’s requirements
of infants. An adequate intake of vitamins is crucial, due to their many
vital functions (Guo, 2014; Picciano, 2001; Romeu-Nadal et al., 2006).

To ensure the healthy development of newborns during breastfeed-
ing, it is necessary to provide them adequate amounts of energy and
nutrients. However, the volume of milk production is variable between
mothers, and is influenced by psychological, physiological, and socio-
logical factors (Macias et al., 2006; Hartmann et al., 2007). In this re-
gard, human milk banks aim to support the breastfeeding of newborns,
whose mothers do not have enough milk for their appropriate nutrition,
constituting an alternative for the care of premature children
(Romeu-Nadal et al., 2008). But milk must be pasteurized in the first
place to assure the inactivation of viral and bacterial agents. The most
widely used protocol to treat donated human milk is Holder pasteuri-
zation, a process that consists of heating the sample at 62.5 °C for 30 min
(Matamoros et al., 2014). This process may lead to the loss of sensitive
compounds (Picaud & Buffin, 2017).
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The losses of vitamins due to pasteurization have been widely
studied in bovine milk, receiving less attention in the case of human
milk. In particular, vitamins A, B, C and E are sensitive to heat and
therefore their concentrations in human milk may be affected after
pasteurization (Vazquez Roman et al., 2009; Moro et al., 2019). The vast
number of biological functions related to these vitamins, the risk of
potential losses due to pasteurization, and the lack of related informa-
tion in Uruguay, inspired the development of this work. In this context,
the aim of this work was to optimize and validate chromatographic
methods for the determination of retinol and B-carotene (vitamin A ac-
tivity), a-tocopherol (vitamin E activity), folic acid (vitamin B activity),
and ascorbic acid (vitamin C activity) in donated human milk, before
and after pasteurization, to evaluate potential losses due to the thermal
treatment. This is the first study focused on the evaluation of vitamins in
human milk from Uruguayan mothers and the potential losses after
Holder pasteurization. The optimized methods provide significant ad-
vantages in terms of feasibility and cost-effectiveness compared to
traditional approaches, offering faster and more precise results with
simple sample preparation procedures, making them highly applicable
in both research and clinical settings, that could be extended to other
dairy products, making them valuable tools for the broader food in-
dustry and the quality assessment of these products.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

Calibration curves were assembled by serial dilution of 1000 mg L™}
stock solutions prepared from the solid vitamins: retinol (93 %, Sigma
Aldrich, St. Louis, MI, USA), p-carotene (95 %, Sigma Aldrich, St. Louis,
MI, USA), ascorbic acid (99 %, Merck, Darmstadt, Germany), and
a-tocopherol (98 %, Acros Organics, Geel, Belgium). Potassium hy-
droxide (KOH) (99 %, Merck, Darmstadt, Germany), acetonitrile,
methanol, and hexane (HPLC Grade, Carlo Erba, Milano, Italy) were
used for liposoluble vitamins determinations. Orthophosphoric acid
(H3PO4) (85 %, Merck, Darmstadt, Germany), trichloroacetic acid
(CClI3COOH) (99.0 %, Biopack, Buenos Aires, Argentina), triethylamine
(N(CH2CHa)s) (Carlo Erba, Milano, Italy) and glacial acetic acid (Carlo
Erba, Milano, Italy) were used for hydrosoluble vitamins de-
terminations. Ultrapure water of 18.2 MQcm resistivity was obtained
from a Millipore™ Direct Q3 UV water purification system (Millipore,
Bedford, MA, USA). A standard reference material (SRM) consisting of
Infant/Adult Nutritional Formula I (milk-based) NIST 1846a (NIST,
Gaithersburg, MD, USA) was used for trueness and precision evaluation
of the analytical methods.

2.2. Samples

A total of 40 samples were analyzed (n = 10 for colostrum and n = 30
for mature milk) from healthy mothers with full-term gestation, pro-
vided by the Human Milk Bank of Centro Hospitalario Pereira Rossell
(BLH-CHPR), which has standardized sampling protocols and a vali-
dated computerized system that guarantees the traceability of all sam-
ples. The donors provided their surplus production in accordance with
the BLH-CHPR inclusion criteria and, through informed consent, agreed
that a fraction would be used for this research study, previously
approved by the Research Ethics Committee of CHPR. Each sample
corresponded to a pool of 3 extractions carried out during the same day,
stored at —20 °C until processing. A total volume of 12 mL was used for
each fraction, raw and pasteurized. Holder pasteurization was carried
out at a temperature of 62.5 °C for 30 minutes in a water bath, according
to the BLH-CHPR safety protocol. Once the process was completed, the
samples were quickly cooled to re-enter the cold chain. Finally, they
were transferred and stored in polypropylene tubes at —18 °C in the
Faculty of Chemistry. It should be noted that this work has also the
approval of the Human Research Ethics Commission of the Faculty of
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Chemistry, UdelaR (Exp. N° 101900-000832-19).
2.3. Sample preparation procedures for vitamins extraction

For the simultaneous determination of retinol, f-carotene, and
a-tocopherol an extraction procedure including a saponification, fol-
lowed by a liquid-liquid separation, and a subsequent preconcentration
step was performed. The optimized procedure consisted of mixing
3.0 mL of milk with 0.15 g of ascorbic acid (as an antioxidant agent) and
6.00 mL of a 16 % (m/v) KOH solution in methanol, and heating for
30 minutes at 40 °C. Then it was allowed to cool down and 3.0 mL of
hexane were added, homogenized in a vortex, and allowed to rest for
another 30 minutes. The hexane phase was removed with a pipette and
placed in a clean tube. The solvent was evaporated by a stream of ni-
trogen (99.99 %, Air Liquide, Montevideo, Uruguay) and in the absence
of light. The residue was reconstituted in 1.0 mL of methanol. Finally,
the solutions obtained were filtered through 0.45 pm polytetrafluoro-
ethylene filters (Sartorius, Gottingen, Germany) and placed in amber
vials (Chotyakul et al., 2014; Martinez-Rojano, 2016; Xavier et al.,
2018).

For the extraction of folic acid, 1.0 mL of sample was placed in a
conical polypropylene tube, 0.1 g of trichloroacetic acid (TCA) was
added and the mixture was shaken for 10 min in a Vibrax-VXR orbital
shaker (IKA, Wilmington, NC, USA). Subsequently, the mixture was
centrifuged for 10 min at 2500 g and the first supernatant was recovered.
To the precipitate obtained, 1 mL of 4 % w/v TCA was added, mixed for
10 min, and centrifuged again under the same conditions. After centri-
fugation, both supernatants were combined and brought to a final vol-
ume of 5.0 mL with 4 % m/v TCA. The resulting solution was filtered
through 0.45 pm nylon filters (Sartorius, Gottingen, Germany) and
placed in amber vials (Vincenzetti et al., 2020).

For the determination of ascorbic acid liquid-liquid extractions were
carried out. For this task, 1.00 mL of milk sample was taken and 1.00 mL
of 0.5 % v/v H3PO4 at pH=2.8 was added. The mixtures obtained were
vortexed for 1 min and then centrifuged at 2500 g for 15 minutes. The
resulting solution was filtered through 0.45 pm nylon filters (Sartorius,
Gottingen, Germany) and placed in amber vials (Romeu-Nadal et al.,
2006).

Samples were protected from light by covering the tubes with
aluminum foil and working under subdued lighting conditions in all
cases.

2.4. Optimization of vitamins extraction conditions

For the optimization of the extraction conditions 22 factorial designs
were performed (two variables and two levels). Different variables were
assayed for each of the three extraction procedures: saponification
temperature and saponification time (retinol, f-carotene, and
a-tocopherol extraction), agitation time and number of extractions (folic
acid extraction), HsPO4 volume and centrifugation time (ascorbic acid
extraction). The evaluated response was the mean percentage recovery
%R by comparing with the corresponding certified values of the SRM.
The experimental conditions are shown in Table 1. The selected condi-
tions were chosen after a thorough revision of the existing scientific
literature on the matter, aiming to find the simplest sample treatment
conditions, using the smallest possible amounts of solvents, and the
shortest extraction times, that provided quantitative results. The opti-
mization was carried out through recovery studies by comparing the
experimental concentration obtained for each analyte after the analysis
of the SRM using the proposed method, and the corresponding certified
value. This comparison was expressed as percentage recovery %R. The
optimal conditions for sample preparation described in Section 2.3 were
selected after evaluating the percentage recovery estimated as %R =
[experimental concentration (mg kg_l)/certiﬁed concentration (mg
kg’l)] x 100, for each experiment (dry basis). The simplest and fastest
conditions with an %R statistically equal to 100 % were selected for
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Table 1
Experimental conditions used for each 22 factorial design using the SRM.
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Experiment  Retinol, f-carotene, a-tocopherol Folic acid Ascorbic acid
Saponification temperature Saponification time (min) Agitation time (min) Number of extractions H3PO, volume (mL) Centrifugation time (min)
Q)
1 30 20 5 1 1 10
2 40 20 10 1 2 10
3 30 30 5 2 1 15
4 40 30 10 2 2 15

subsequent validation. Spiked human milk samples were also evaluated
to supplement the recovery studies of the SRM by spiking samples with
appropriate volumes of each standard solution prior to extraction.

2.5. Analytical determinations of the vitamins

Analytical determinations of retinol, p-carotene, and a-tocopherol
were performed by reversed-phase liquid chromatography with diode
array detection (RP-HPLC-DAD) in a Shimadzu Prominence system
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) in the same run, using a Hypersil
BDS C18 column (150 x 4.6 mm; 5 pm) (Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA). The mobile phase consisted of acetonitrile: methanol
(65:35 v/v) flowing at 1.5 mL min~'. The injection volume was 100 pL.
The monitoring wavelengths were 290 (a-tocopherol), 325 nm (retinol),
and 450 nm (B-carotene) (Martinez-Rojano, 2016; Xavier et al., 2018).

Analytical determinations of folic acid were performed by RP-HPLC-
DAD in a Shimadzu Prominence system (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japan). A C18 column (100 x 4.6 mm; 5 pm) was used as the stationary
phase. The mobile phase was composed of methanol: 0.5 % v/v trie-
thylamine solution + 2.4 % v/v glacial acetic acid (15:85 v/v). Analyzes
were performed in isocratic mode at a flow rate of 1.0 mL min~'. The
injection volume was 50 pL. The determinations were carried out at
283 nm (Vincenzetti et al., 2020).

Analytical determinations of ascorbic acid were performed by RP-
HPLC-DAD in a Shimadzu Prominence system (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japan). A mixture of 0.1 % v/v acetic acid: methanol (95:5 v/v),
flowing at 1.2 mL min~! in isocratic mode, was used as the mobile phase.
A Zorbax Eclipse Plus C18 column (250 x 4.6 mm, 5 pm) (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) was used as the stationary phase. The
injection volume was 50 pL. The monitoring wavelength was 254 nm
(Romeu-Nadal et al., 2006).

2.6. Determination of total fat concentration

To determine this important quality parameter, the Lactoscan SP
(Milkotronic, Nova Zagora, Bulgaria) ultrasonic milk analyzer was used,
which was specifically calibrated to work with human milk. The mea-
surements were carried out directly on the samples, without the need for
sample treatment (Milkotronic Ltd., 2019).

2.7. Statistical analysis

Normal distribution was verified by Kolmogorov-Smirnov test. The
differences between the analytes concentrations in the samples were
tested by a one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Student’s
t-test. The number of replicates employed was n = 10 for colostrum and
n = 30 for mature milk, respectively. Also, the Student’s t-test was used
to compare the experimental means obtained for the SRM with the
corresponding certified values during trueness evaluation (n = 6). Dif-
ferences among mean concentrations at a 5 % significance level (p <
0.05) were considered statistically significant (Miller & Miller, 2010).
Statistical analyses were performed using MS Excel®.

3. Results and discussion
3.1. Optimization of the extraction procedures

Before its application to the analysis of human milk samples, the
analytical methods were optimized and validated for the determination
of the studied vitamins (retinol, f-carotene, a-tocopherol, folic acid, and
ascorbic acid) based on the recommendations of the Eurachem Guide
(Eurachem, 2014). The results of the optimization by means of the 22
factorial designs are shown in Table 2.

As it can be observed in Table 2, the five analyzed compounds were
completely recovered using the conditions of Experiment 4. Only for
ascorbic acid, a complete recovery was also obtained after performing
Experiment 3. Hence, for retinol, p-carotene, a-tocopherol, and folic
acid, the conditions described in Experiment 4 were selected, while for
ascorbic acid the conditions described in Experiment 3 were employed,
as shown in Section 2.3. Experiment 3 was chosen to perform ascorbic
acid determinations, since it involved a lower amount of extraction
solvent (H3POg), being more aligned with Green Analytical Chemistry
principles (Gatuszka et al., 2012).

Highly sensitive detection methods are required for the quantifica-
tion of for retinol, p-carotene, a-tocopherol. In general, liposoluble vi-
tamins are usually analyzed after a saponification procedure. However,
the efficiency of these extraction methods can vary according to the
sample, and thus must be thoroughly optimized for each particular
study. In this case, saponification facilitated vitamin separation from
milk fat, converting fat into fatty acids and glycerol. Selecting the
appropriate saponification temperature and extraction time is critical
for achieving efficient recovery of lipophilic vitamins from the sample
while preserving their integrity. This involves balancing factors such as
reaction kinetics, solubility enhancement, milk emulsification, equilib-
rium establishment, and minimizing vitamins degradation (Chotyakul
et al.,, 2014). Generally, higher temperatures accelerate the reaction,
leading to faster extraction, however, excessively high temperatures can
also degrade these sensitive compounds. The use of ascorbic acid as
antioxidant was also tested. The same procedure described in Section 2.3
without this reagent showed percentage recoveries around 60 % for all
three compound, demonstrating its relevance during sample preparation
in the preservation of analytes. According to previous works, antioxi-
dants allow separation of individual compounds as single peaks without
interferences during chromatography (Chotyakul et al., 2014). After
saponification, a liquid-liquid extraction with hexane was performed,
which is the most commonly used solvent for this purpose. Dichloro-
methane was also evaluated in this step; however, it yielded lower
percentage recoveries (~65 %) than hexane (~100 %). Finally, hexane

Table 2
Results obtained after the 22 factorial design using the SRM.

Experiment  Percentage recovery (%R)
Retinol  p-carotene  o-tocopherol  Folicacid  Ascorbic acid
1 75 70 79 81 84
2 79 79 82 91 92
3 85 83 87 90 100
4 100 99 99 100 101
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was evaporated by a stream of nitrogen in the absence of light, to avoid
decomposition of the studied analytes, during the last step. In this case, a
thermal evaporation using a water bath at 60 °C was also studied, as
recommended by other authors (Martinez-Rojano, 2016), but recoveries
were not satisfactory (~75 %), thus this technology was discarded for
this purpose, while the evaporation under a stream of nitrogen was
selected.

Extracting folic acid from human milk samples can be challenging
due to the complexity of the matrix. In this work an acid precipitation
pouring an appropriate amount of solid TCA to the milk sample to
precipitate proteins and other macromolecules was performed (Fatima
et al., 2019). According to the literature, the final TCA concentration
should be between 5 % and 20 % w/v. In this work a 10 % w/v TCA
concentration was employed, as a compromise, while the subsequent
washing was performed with a 4 % v/v solution, aiming to use the least
possible amount of TCA, according to the principles of Green Analytical
Chemistry (Gatuszka et al., 2012). Also, to ensure thorough mixing of
the TCA solution with the milk sample, an orbital shaker was success-
fully employed. This shaker was coupled to a 36-position tube rack,
allowing the preparation of 36 samples at the same time. Orbital shaking
was also compared to magnetic stirring, as suggested by Vincenzetti
et al., 2020, employing a digital 8-positions multi-point magnetic stirrer.
Although results were comparable in both cases, the sample throughput
using the orbital shaker was much higher, allowing the use of a single
tube for each sample, and thus it was the selected technology. Finally,
the centrifugation of the TCA-treated milk sample is mandatory to
separate the precipitated proteins and other macromolecules from the
supernatant containing the analyte. This step was critical for a quanti-
tative extraction, as shown in Table 2, requiring a centrifugation time of
10 min at 2500 g.

When extracting ascorbic acid from human milk, it is essential to
follow a systematic approach to ensure accurate and reliable results,
especially during sample preparation. There are several extraction
methods available for ascorbic acid, including solvent extraction, solid-
phase extraction, and liquid-liquid extraction. In this case the liquid-
liquid extraction using orthophosphoric acid turned out to be the most
suitable option, as recommended by other authors (Romeu-Nadal et al.,
2006; Tarrago-Trani et al., 2012). Orthophosphoric acid is a common
solvent for extracting ascorbic acid from milk and other biological
samples, as it effectively precipitates proteins and other interfering
substances while stabilizing the analyte. As it can be observed in Table 2,
the centrifugation time poses a big effect over the extraction efficiency.
The centrifugation of human milk samples to separate the fat layer from
the aqueous phase is required, while the removal of the fat layer must be
carefully performed to avoid losing any aqueous fraction containing the
analyte. The extraction using TCA was also tested under optimized
conditions, which led to an overestimation of the vitamin. This could be
explained by the fact that orthophosphoric acid is selective for ascorbic
acid and does not precipitate other milk components to the same extent
as TCA. This selectivity can result in a cleaner extract with less inter-
ference from proteins and other substances. Orthophosphoric acid is
relatively stable and does not undergo degradation or reaction with
ascorbic acid under acidic conditions, unlike TCA (Chebrolu et al.,
2012).

3.2. Optimization of the chromatographic conditions

The optimization of the chromatographic conditions for the simul-
taneous determination of retinol, p-carotene, and o-tocopherol was
performed using the Hypersil BDS C18 column. The first mobile phase
tested was methanol:water (95:5 v/v), which showed a good chro-
matographic separation, although the retention time of retinol was
excessively short, and resolution was compromised, while the retention
time for B-carotene was excessively long, suggesting that methanol
might be too polar for the elution of the latter. Similar results were
observed using methanol:acetonitrile (90:10 v/v) as the mobile phase.
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Thus, in order to improve the chromatographic separation, methanol
concentration was decreased until reaching an optimum mobile phase
consisting of acetonitrile:methanol (65:35 v/v). These conditions are
similar to those reported by other authors (Chotyakul et al., 2014). The
injection volume was set to 100 pL to compensate for the lower sensi-
tivity of the UV detector. The flow rate was set to 1.5 mL min~* to lower
the retention time of f-carotene and avoid excessive broadening. These
conditions allowed a total run of 16 min. Tetrahydrofuran was used as a
third solvent, as recommended by Andrés et al., 2014, employing a
mobile phase composed by acetonitrile:methanol:tetrhydrofurane
(65:30:5 v/v), which did not improve the chromatographic separation
and resulted in a longer run, thus it was discarded for this application.
Fig. 1 shows typical chromatograms of vitamin standards and a human
milk sample extraction, showing a total run of 16.0 min.

The choice of mobile phase for folic acid determination by HPLC-
DAD is crucial for achieving optimal separation and detection. The
mobile phase composition typically consists of mixtures methanol:
water. However, hydrosoluble vitamins such as B9 present particular
chemical characteristics related to stability, polarity, and acidity
(Albala-Hurtado et al., 1997). Aiming to achieve optimum chromato-
graphic conditions, triethylamine and acetic acid were used as additives
to adjust the pH of the mobile phase to 3.6 and improve peak shape and
resolution. Finally, the selected mobile phase was composed of meth-
anol: 0.5 % v/v triethylamine + 2.4 % v/v glacial acetic acid in water
(15:85 v/v). When the proportion of methanol was increased to 20 %
folic acid eluted in a shorter time, but resolution was poor due to
overlapping with peaks from the matrix. The use of a mobile phase with
15 % of methanol increased the total time of the analysis but provided a
better resolution. The pH of the mobile phase was previously adjusted to
3.6, as recommended by Vincenzetti et al., 2020, since it has been pre-
viously reported as an extremely critical factor for the separation and
determination of B vitamins. Fig. 2 shows typical chromatograms of the
folic acid standard and a human milk sample extraction.

The optimization of the chromatographic conditions for the deter-
mination of ascorbic acid was performed using the Zorbax Eclipse Plus
C18 column. The first mobile phase tested was 0.02 % w/v H3PO4:
acetonitrile (95:5 v/v) as recommended by Tarrago-Trani et al., 2012 at
a flow rate of 0.7 mL min~', with ascorbic acid peak eluting at about
8.0 min. However, the peak shape obtained looked deformed when the
sample was injected. To overcome this issue, the mobile phase was
changed to 0.02 % w/v H3PO4:methanol (95:5 v/v). Finally, the opti-
mum mobile phase consisted of 0.1 % v/v acetic acid: methanol
(95:5 v/v), as recommended by Romeu-Nadal et al., 2008, flowing at
1.2 mL min~!, which showed a good chromatographic separation and
excellent peak shape after the injection of milk samples. Fig. 3 shows
typical chromatograms of the ascorbic acid standard and a human milk
sample extraction.

3.3. Validation of analytical methods

Once the analytical method was optimized, the validation procedure
was performed. The figures of merit evaluated were as follows: linearity,
limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ), precision,
and trueness. The results obtained for each analyte are summarized in
Table 3.

Linearity was evaluated for each compound by constructing six-point
calibration curves, each level in duplicate. It was verified in a suitable
range for this application, up to 1.0 mg L™! (retinol and B-carotene), up
to 10.0 mg Lt (a-tocopherol), and up to 100.0 mg L1 (folic acid and
ascorbic acid), respectively, using the lack-of-fit test (Miller & Miller,
2010). Determination coefficients (Rz) were greater than 0.999 in all
cases.

The LOD and LOQ were calculated for each analyte as 3 sp/b and
10 sp/b, respectively, where s, was the standard deviation of 10 repli-
cates of a blank sample and b was the slope of the calibration curve. The
obtained LOQ values were 0.033 mg L! (retinol), 0.27 mg Lt
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Fig. 1. Overlapped chromatograms for a 1 mg L' standard solution of retinol, a-tocopherol, and 10 mg L™ p-carotene, and a human milk sample extraction.
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Fig. 2. Overlapped chromatograms for a 10 mg L-1 standard solution of folic acid, and a human milk sample extraction.
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Fig. 3. Overlapped chromatograms for a 10 mg L-1 standard solution of ascorbic acid, and a human milk sample extraction.
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Table 3
Main figures of merit obtained for each analyte after validation.
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Parameter Retinol a-tocopherol B-carotene Folic acid Ascorbic acid
Lineal range (mg L) 0.033-1.0 0.27-10.0 0.037-1.0 0.027-100.0 0.40-100.0
LOD (mg L’l) (30, n=10) 0.010 0.081 0.011 0.008 0.012

LOQ (mg L™1) (105, n=10) 0.033 0.27 0.037 0.027 0.040
Precision (RSD%, n=6) 5.8 6.2 7.0% 6.8* 5.7*
Trueness (R%, n=6) 101* 99* 98* 98* 100*

*Obtained using SRM NIST 1846a

(a-tocopherol), 0.037 mg L! (B-carotene), 0.027 mg L7 (folic acid),
and 0.040 mg L~! (ascorbic acid), respectively, being suitable for the
objectives of this work, since they were considerably lower than the
concentrations obtained in the analyzed human milk samples. These
limits agreed with those previously reported by other authors in similar
chromatographic conditions (Chotyakul et al., 2014; Lebiedzinska et al.,
2008; Ma et al., 2017).

Precision was estimated as repeatability and expressed as percentage
relative standard deviation (%RSD) after the analysis of the previously
mentioned SRM NIST 1846a (n = 6). It turned out to be lower than 10 %
in all cases, which was considered suitable for this application, consid-
ering the Horwitz theory about variability at trace levels, since the ob-
tained %RSD were far below 30 % (Horwitz & Albert, 2006).

For trueness evaluation, Student’s t-tests were performed to compare
the obtained values with the certified values of the each SRM (n = 6).
Experimental t-values obtained for all compounds after the analysis of
the SRM were below the theoretical ¢t (0.05, 5) = 2.57, indicating that at
the 95 % confidence level, the experimental concentrations did not
differ significantly from the certified ones (Miller & Miller, 2010).
Spiked human milk samples were also evaluated, in order to supplement
the recovery studies of the SRM, considering potential matrix differ-
ences. The recovery results of these spiked samples showed %R in the
range 97 — 104 % for all the analyzed compounds.

In view of the results obtained after trueness and precision evalua-
tion, the analytical methods were considered accurate for the determi-
nation of the studied vitamins in human milk samples.

A comparison of the limits of detection obtained in this work, with
the limits reported by other authors, is shown in Table 4. As it can be
observed, the LOD values obtained in this work were between 5 and 80
times lower than those reported by Andrés et al. in milk-based beverages
by HPLC-DAD (Andrés et al., 2014). Also, the LOD obtained for folic acid
in this work is 2.5 times lower than that reported by Mahato et al., 2020
in rice using HPLC-DAD. Furthermore, the LOD obtained for ascorbic
acid is 4.5 times lower than that reported by Ferin et al., 2013 in human
plasma employing ion-exclusion HPLC-DAD. However, lower LOD
values were obtained by Chotyakul et al., 2014 for retinol, a-tocopherol,
and f-carotene in cow milk using a similar chromatographic approach,
which might be explained by the fact that these authors used twice the
amount of sample used in this work and the same final volume. On the
other hand, the coupling of similar chromatographic conditions to

different detection systems such as coulometric electrochemical detec-
tion (CLD) or chemiluminescence detection (CLD) can improve the
limits of detection of the analytical method (Ma et al., 2017; Mahato
et al., 2020).

3.4. Vitamins determinations in donated human milk samples

Once the validation process was completed, the analysis of human
milk samples provided by the human milk bank was conducted. A total
of 40 samples (10 colostrum and 30 mature milks), before and after
pasteurization, were analyzed. Table 5 shows the average concentra-
tions obtained for each compound, separated by colostrum and mature
milk, raw (R) and pasteurized (P), as well as the percentage of loss after
pasteurization. On the other hand, total fat contents were 4.5 + 1.1 %
w/v (colostrum) and 7.0 £+ 0.5 % w/v (mature milk), respectively.

Mean retinol and p-carotene levels expressed in terms of total fat
were 33.3pugg ! (colostrum)/ 5.42pgg”! (mature milk) and
12.8 pg g~ ! (colostrum)/ 0.96 pg g~ ! (mature milk), respectively. It can
be said that retinol levels found in Uruguayan mothers agreed with those
previously reported by Martinez-Rojano, 2016 in Mexican mothers,
Matamoros et al., 2014 in Argentinian mothers, and Ollilainen et al.,
1989 in Finnish mothers. Likewise, p-carotene levels agreed with levels
reported by Xavier et al., 2018 in Spanish mothers. In general terms,
B-carotene levels obtained in this work are in the same order of
magnitude and follow similar trends regarding the transition from
colostrum to mature milk, as reported in the literature (Giuliano et al.,
1994; Gossage et al., 2002). According to Giuliano et al., 1994 carot-
enoid content can fluctuate throughout the day due to interindividual
differences, while colostrum composition does not represent the stabi-
lized nutrient content of mature milk. Thus, the obtained data should be
carefully evaluated since the carotenoid content in colostrum is signif-
icantly higher than in mature milk (Xavier et al., 2018). The average
decrease in fB-carotene levels by a factor of 8 obtained in this work is
similar to that reported by Schweigert et al., 2004. On the other hand,
a-tocopherol levels agreed with those previously reported by Marti-
nez-Rojano, 2016 in Mexican mothers and by Romeu-Nadal et al., 2008
in Spanish mothers. The vitamin E content in human milk is highly
variable and occurs mainly as a-tocopherol. Compared to the other
isomers, a-tocopherol is less stable during processing and storage but has
the highest biological activity with beneficial antioxidant effects in

Table 4

Comparison of the detection limits of various HPLC methods for the determination of the studied compounds.
Technique Sample LOD (mg L) Reference

R oT pC FA AA

HPLC-DAD Human milk 0.011 0.009 - - - [1]
HPLC-DAD Cow milk 0.006 0.027 0.004 - - [18]
HPLC-DAD Milk-based beverages 0.050 0.600 0.900 - - [22]
HPLC-CED Food products - - - 0.0013 - [24]
HPLC-CLD Human milk - - 0.008 [25]
HPLC-DAD Rice - 0.020 - [27]
ion-exclusion HPLC-DAD Human plasma - - - - 0.054 [28]
HPLC-DAD Human milk 0.010 0.081 0.011 0.008 0.012 This work

CED: coulometric electrochemical detection, CLD: chemiluminescence detection, DAD: diode array detection, R: retinol, aT: a-tocopherol, BC: B-carotene, FA: folic

acid,AA: ascorbic acid.
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Table 5

Journal of Food Composition and Analysis 135 (2024) 106673

Retinol, a-tocopherol, B-carotene, folic acid, and ascorbic acid concentrations in the analyzed milk samples.

Compound Concentration (mg L) Average loss (%) Concentration (mg L) Average loss (%)
Colostrum (R) Colostrum (P) Mature (R) Mature (P)

Retinol 1.5+ 0.2 1.3+0.1 10.8* 0.38 + 0.08 0.38 + 0.08 6.9%

a-tocopherol 12.8 + 2.5 11.2 + 0.6 12.1% 2.9+ 0.7 2.7 + 0.6 7.0%

p-carotene 0.58 + 0.08 0.52 £ 0.01 11.1* 0.067 + 0.009 0.062 + 0.010 6.4

Folic acid 1.05 + 0.20 0.95 + 0.23 9.5 * 20.3 £ 4.7 18.0 £ 5.2 11.3*

Ascorbic acid 55.4 + 4.1 48.6 + 5.1 12.2% 36.1 £5.9 31.0 +5.1 14.2%

R) raw, P) pasteurized. Expressed as: mean + standard deviation (n = 10 for colostrum and n = 30 for mature milk). * Statistically significant differences (p < 0.05).

disease prevention. Environmental factors such as oxygen, light, tem-
perature, and also intrinsic factors such as water activity, fat content and
pH influence its stability (Chotyakul et al., 2014). According to Picciano
(2001) the content of a-tocopherol is higher in colostrum around
10 mg L1, decreasing and stabilizing in mature milk reaching
3-4 mg L™}, which agrees with the tendency observed in this work.
Likewise, the average losses observed after pasteurization were statis-
tically significant (p < 0.05), namely 7.0 % (mature milk) and 12.1 %
(colostrum), respectively. A higher loss after pasteurization was also
observed for retinol and p-carotene in colostrum, which can be
explained by the differences in the fat content of both stages. As can be
seen in Table 5, the fat content is approximately 35 % lower in colos-
trum, which may result in less retention of fat-soluble vitamins during
the heat treatment. These losses observed for a-tocopherol are similar to
those reported by Romeu-Nadal et al., 2008.

Ascorbic acid levels obtained in this work agree with those reported
by Romeu-Nadal et al., 2008 and Molto-Puigmarti et al., 2011 in Spanish
mothers. Likewise, the approximately 30 % lower levels in mature milk
compared to colostrum agreed with previous data reported in the
literature (Guo, 2014). Regarding losses after pasteurization, statisti-
cally significant (p < 0.05) average decreases of 12.2 % (colostrum) and
14.2 % (mature milk) were observed, which agreed with previous values
reported in the literature (Romeu-Nadal et al., 2008; Molto-Puigmarti
et al., 2011). These losses are related to the susceptibility of the com-
pound to increasing temperature. When milk samples are exposed to
high temperatures, light, or oxygen, as well as the presence of some
heavy metals such as Cu or Fe, ascorbic acid can be oxidized to dehy-
droascorbic acid. The latter, although it has vitamin C activity, since it
can be reconverted into ascorbic acid in the human body, is very un-
stable and is mainly lost as diketogulonic acid, which does not show
activity (Molto-Puigmarti et al., 2011). For this reason, monitoring
ascorbic acid in donated human milk is of great relevance to avoid or
minimize the incidence of certain disorders in infants.

Regarding folic acid levels, it can be said that the levels found in
Uruguayan mothers agreed with those reported in the literature (Guo,
2014; Garcia-Lopez, 2011), while following similar trends with respect
to the transition from colostrum to mature milk as shown in previous
data (Garcia-Lopez, 2011). The variability in folic acid content is due to
interindividual differences in maternal dietary intake from food sources
of this vitamin. Regarding losses after pasteurization, statistically sig-
nificant decreases of 8.6 % (colostrum) and 11.3 % (mature milk) were
observed, which are related to the susceptibility of the compound to
increasing temperature and contact with the atmospheric oxygen.
Despite these losses, the values would still be appropriate for proper
infant feeding. Furthermore, the obtained values are considerably
higher than those reported in other animal milks (Shetty et al., 2020).

The results obtained in this work suggest that ascorbic acid would be
slightly more unstable to heat treatment than the other studied com-
pounds. Therefore, the monitoring of this compound would be a good
quality indicator for donated human milk. In this regard, ascorbic acid
has been already proposed as a biomarker of oxidative stress in bio-
logical samples (Romeu-Nadal et al., 2008).

The loss of some biologically active components as a result of Holder
pasteurization is the main limit to the spread of donor human milk

utilization in the feeding of preterm infants. Many alternatives have
raised in the last few years to overcome this and other issues, being the
most studied processing techniques high-temperature-short-time
(HTST) pasteurization, high pressure processing (HPP), and
ultraviolet-C (UV-C) irradiation (Moro et al., 2019). These alternative
methods offer various advantages and disadvantages in terms of effec-
tiveness, nutritional preservation, and feasibility for large-scale pro-
duction. Thus, researchers continue to explore and develop new
technologies in order to ensure food safety and nutritional quality.

4. Conclusions

The proposed extraction and purification procedures were simple,
fast, and accurate as well as suitable for the proposed objectives, as
confirmed by the figures of merit obtained after validation, constituting
efficient tools for the quantitative determination of the studied com-
pounds. A higher concentration of vitamins was observed in colostrum
compared to mature milk, except for folic acid, which showed an
opposite tendence, as expected. Likewise, statistically significant de-
creases were observed for all vitamins after pasteurization, between
6.4 % and 14.2 %. These losses were more significant for liposoluble
vitamins in colostrum, which may be explained by the lower fat con-
centration at this stage. The obtained results will contribute to the
compositional knowledge of this food, making advances in human
nutrition, while possibly helping to evolve food-based strategies to
improve human milk treatment in the future.
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