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RESUMEN. Se desarrollé y validé una metodologia para la
cuantificacién de vitamina A en leche humana. Se determinaron los
niveles en 223 muestras correspondientes a los meses 5, 6y 7
posparto, obtenidas en la provincia de Santiago del Estero. Las
muestras (500 pL) se saponificaron con hidréxido de potasio/ etanol,
se extrajeron con hexano, se llevaron a sequedad y se reconstituyeron
con metanol. Se utiliz una columna RP-C18, fase mévil metanol
/agua (91:9 v/v) y detector de fluorescencia (A excitacién 330 nm y
A emisién 470 nm) para la separacién y cuantificacién de vitamina
A. Los pardmetros analiticos de linealidad (1% 0,9995), limites de
deteccion (0,010 pg/mL) y de cuantificacién (0,025 pg/mL), precision
del método (desvio estandar relativo, RSD =9,0% enel diay RSD =
8,9% entre dias) y exactitud (recuperacién = 83,8%) demuestran que
el método desarrollado permite cuantificar la vitamina A en forma
eficiente. Los valores promedios + desvio estdndar (DE) obtenidos
en las muestras analizadas fueron 0,60 + 0,32; 0,65+0,33y 0,61 &
0,26 pg/mL para 5° 6°y 7° mes, respectivamente. No se observaron
diferencias significativas en los tres meses analizados y los valores
hallados fueron similares a los de bibliografia. El 19,3% del total de
la poblacion estudiada present6 niveles inferiores a 0,40 pg/mL, lo
que supone un riesgo para los nifios de ese grupo, ya que son
necesarios al menos 0,50 pg/mL para cubrir los requerimientos diarios
del bebé .
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INTRODUCCION

La lactancia es la alimentacién 6ptima del neonato, pero
han surgido interrogantes sobre posibles cambios en los niveles
de algunos nutrientes, debido a la dieta. Es sabido que mujeres
deficientes en vitamina A presentan bajos niveles de retinol
lacteo. Esta situacidn incidirfa negativamente en el estado
nutricional del lactante con respecto a esta vitamina y podria
relacionarse con una mayor morbi-mortalidad. De acuerdo
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SUMMARY. Development and validation of an HPLC method
for the quantification of vitamin A in human milk. Its applica-
tion to a rural population in Argentina. A methodology for the
quantification of vitamin A in human milk was developed and vali-
dated. Vitamin A levels were assessed in 223 samples corresponding
to the 5, 6™ and 7" postpartum months, obtained in the province of
Santiago del Estero, Argentina. The samples (500 uL) were saponi-
fied with potassium hydroxide/ ethanol, extracted with hexane, evapo-
rated to dryness and reconstituted with methanol. A column RP-
C18, a mobile phase methanol /water (91:9 v/v) and a fluorescence
detector (A excitation 330 nm and A emition 470 nm) were used for
the separation and quantification of vitamin A. The analytical pa-
rameters of linearity (?: 0.9995), detection (0.010 pg/mL) and quan-
tification (0.025 pg/mL) limits, precision of the method (relative
standard deviation, RSD =9.0% within a day and RSD = 8.9% among
days) and accuracy (recovery = 83.8%) demonstrate that the devel-
oped method allows the quantification of vitamin A in an efficient
way. The mean values + standard deviation (SD) obtained for the
analyzed samples were 0.60 £+ 0.32; 0.65 £ 0.33 and 0.61 £0.26 pg/
mL for the 5%, 6" and 7" postpartum months, respectively. There
were no significant differences among the three months studied and
the values found were similar to those in the literature. Considering
the whole population under study, 19.3% showed vitamin A levels
less than 0.40 pg/mL, which represents a risk to the children in this
group since at least 0.50 pg/mL are necessary to meet the infant
daily needs.
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con los datos hallados en bibliografia las poblaciones con
suficiente vitamina A alcanzan concentraciones en la leche
entre 0,50y 0,70 pg/mL (1). Se considera que concentraciones
por debajo de 0,40 pg/mL son tipicas de poblaciones
deficientes (2-4).

Hasta el momento, la Ginica forma de evaluar si la cantidad
de vitamina A que los nifios ingieren es la adecuada, es a través
de la cuantificacién de dicho nutriente en la leche materna, y2
que no existe una buena correlacién entre los niveles de



DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO POR HPLC PARA LA DETERMINACION 141

vitamina A en suero materno y los niveles lacteos (5).

Para la cuantificacién de retinol en muestras de leche y
férmulas infantiles a base de leche es necesario realizar una
saponificacién de la muestra, una extracci6n de dicha vitamina
con un solvente organico y un andlisis posterior por HPLC
utilizando un detector UV/visible (6- 9). Sin embargo, cuando
Ja muestra a analizar es leche materna, en general se dispone
de un pequefio volumen de muestra. Esto hace necesario contar
con una técnica muy sensible. Es por este motivo que en el
presente trabajo se desarroll6 y validé un método para la
determinaci6én de vitamina A en leche materna adaptando la
técnica de saponificacién y extraccién a una pequefia cantidad
de muestra (500 pL) y realizando la detecci6n por fluorescencia
ya que permite obtener una sensibilidad mucho mayor.

Con esta metodologia se analizaron muestras de leche
materna correspondientes a los meses 5, 6 y 7 posparto de
madres de nifios nacidos a término de una poblacién rural de
bajos recursos de Argentina, con el objetivo de conocer los
niveles de vitamina A lactea de este grupo poblacional.

MATERIALES Y METODOS

Aparatos

El sistema utilizado consistié en una bomba 515 HPLC
Pump (Waters) con inyector Rheodyne (loop de 50 pL), un
detector de fluorescencia (474 Scanning Fluorescence Detec-
tor, Waters) y una columna ET 250/8/4 Nucleosil® 10 C
(Macherey Nagel). Se utilizé como fase mévil metanol:agua
(91:9, v/v) con un flujo de 1 mL/min. La deteccién se realizé
a A excitacién 330 nmy A emisién 470 nm. La adquisicién
de datos se realiz6 con el programa Chromatography Station
CSW de DataApex Ltd. Se trabajé con solventes de calidad
HPLC (J.T. Baker) y agua ultrapura (EASYpure RF,
Barnstead).

Muestras

En primera instancia, se trabajé con muestras provenientes
de mujeres sanas de clase media con niveles normales de
vitamina A, tomadas alrededor del ler mes posparto, para
realizar los ensayos de validacién.

Posteriormente, se analizaron 223 muestras de leche ma-
terna, correspondientes a madres de nifios nacidos a término
y que asistfan al Hospital Distrital de Forres, Santiago del
Estero, Argentina, para sus visitas peri6dicas de control. En
todos los casos se les solicité su consentimiento para la
realizacién del presente estudio. Las muestras correspondieron
2 los meses 5 (n= 75), 6 (n= 80) y 7 (n= 68) posparto.

Las muestras de leche se obtuvieron por extraccién manual
de un seno, vacidndolo completamente. La leche se colocé
en frascos de pléstico y se conservé a—20°Cy al abrigo de la
luz hasta su procesamiento. Todas las recolecciones se
efectuaron entre las 10 y 12 horas.

Preparacion del estandar

Se preparé una solucién madre de retinol disolviendo una
alicuota de todo- trans retinol (Sigma - Aldrich) en metanol
calidad HPLC (J. T. Baker). Se realizaron diluciones con el
mismo solvente hasta obtener valores de absorbancia entre
0,3 y 0,5 a 325 nm. Se calcul6 la concentracién de esta
solucién utilizando la Ley de Lambert - Beer y se diluyd,
aproximadamente a 0,5 pg/mL, para realizar la inyeccién
cromatografica.

Preparacion de las muestras

Saponificacién

Se colocaron exactamente SO0 pL de leche materna en
erlenmeyer color caramelo, se agregaron 2 g de hidr6xido de
potasio p.a., 12 mL de etanol y 120 mg de hidroquinona p.a.
Se colocé un tubo refrigerante y se calenté en bafio de agua a
70 - 80°C durante 45 minutos. Inmediatamente, sin enfriar, se
realizé la extraccién.

Extraccién

Se trasvasé la muestra a una ampolla de decantacién color
caramelo con 6 mL de soluci6n saturada de cloruro de sodio
p.a. Se realizaron dos extracciones con 15 mL de hexano p.a.
Ambas fases de hexano se recogieron en un balén, previa
filtracion por papel de filtro Whatman N° 2 que contenia sulfato
de sodio anhidro p.a. y se evaporaron en rotavapor
(temperatura no mayor de 40°C) hasta sequedad.
Inmediatamente antes de la inyeccién se reconstituy6 la
vitamina A con 1,0 mL de metanol HPLC.

Para el blanco de reactivos se realiz6 el proceso de
saponificacién y de extraccién en ausencia de leche materna.

Todas las muestras fueron procesadas por duplicado y cada
replicado se inyect6 dos veces.

Estudio estadistico

Para la evaluacién estadistica de los resultados se aplic6 el
testde ANOVA. El nivel de significacién se fij6 enun 5%. Se
utilizé el programa InStat versién 3.01. '

RESULTADOS Y DISCUSION

Desarrollo y validacién del métode analitico

Para el desarrollo del método se realizé una bisqueda
bibliogréafica acerca del contenido promedio de vitamina A
en leche materna (5, 10) y se estudi6 la respuesta del estandar
cuando se utiliza un detector de fluorescencia. Se estableci6
que, debido a la alta sensibilidad de esta metodologia, es
posible trabajar con 500 pL. de leche materna, a los fines de
cuantificar vitamina A, atin en muestras deficientes, cuando
la muestra es saponificada, extraida y posteriormente
reconstituida con 1,0 mL de metanol.
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Se optimizd la resolucién de la separacidn cromatografica
trabajando con muestras reales. Para ello se aumenté
progresivamente la proporcién de agua en la fase mévil, hasta
9%, sin alterar el factor de asimetria del pico de anélisis.

La saponificacién de las muestras se realiz segin la
metodologia descripta por Escrivd y col. (8) reemplazando la
utilizacién de 4cido ascérbico por hidroquinona como
antioxidante.

Para establecer la linealidad se realizaron 6 diluciones del
estandar y cada una se inyect6 tres veces. Se demostré
respuesta lineal en el rango de 0,05 - 1,50 pg/mL (n= 18),
con un coeficiente de correlacién de 0,9995; ecuacién de la
recta y =2029 x + 14,6 y unerror estdndar de 0,0139.

La determinacién de los limites de deteccién (LD) y de
cuantificacién (LC) fue realizada en base a la desviacion
estandar de la respuesta del blanco y a la pendiente de la curva
de linealidad, obteniéndose valores de 0,010 pg/mL para el
LD y de 0,025 pg/mL parael LC.

Para evaluar la exactitud del método se determind el nivel
basal de vitamina en una muestra proveniente de una mujer
sana (n=0), luego se realizé la adicién de vitamina A en
cantidades correspondientes al 50%, 100% y 125% del nivel
basal. Las muestras de cada nivel se procesaron por triplicado.
El porcentaje de recuperacién promedio fue 83,8 + 6,9 (n=9)
(Tabla 1).

TABLA 1
Recuperacién de vitamina A en leche materna
correspondiente a 50%, 100% y 125% de adici6n respecto
del nivel basal de la muestra '

Nivel 50 % Nivel 100 % "~ Nivel 125 % Promedio + DE
Recuperacién
(%) + DE 80,7+ 8,7 91,6+ 2,7 79,0+ 5,3 838+ 69
‘n=3

Se evalu6 la precisién como el desvio estdndar relativo
(RSD) en el dia y entre dias. Para ello se realizaron 5
determinaciones de una muestra durante tres dias consecutivos.
Cada dia se trabajé con una alfcuota distinta de la misma
muestra mantenida a~20°C y al abrigo de la luz. Parael ensayo
en el dia (n=5) se obtuvo un RSD de 9,0% y para el ensayo
entre dias (n= 15) un RSD de 8,9% (Tabla 2).

Los resultados obtenidos para la exactitud y precisién del
método analitico responden a las tolerancias recomendadas
para este tipo de muestra y para esta concentracién de analito

an.

Cuantificacion de vitamina A en muestras de ung
poblacién rural

En la Figura 1 se observan, a modo de ejemplo, log
cromatogramas correspondientes a blanco de reactivos,
estindar de vitamina A y leche materna.

TABLA 2
Precisién del método analitico en el dia y entre dias

Promedio (pg/mL) DE (ug/mL) RSD (%)
Enel dia® 0,598 0,054 9.0
Entre dias ® 0,601 0,054 8,9
* n=5, "n=15
FIGURA 1

Cromatogramas correspondientes a blanco de reactivos,
estandar de retinol (0,47 pg / mL) y leche materna.
Las condiciones cromatogrificas se describen
en Materiales y Métodos
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En la Tabla 3 se presentan los resultados correspondientes
a las 223 muestras analizadas. No se observaron diferencias
significativas en el contenido de vitamina A entre los tres
meses analizados. Los valores hallados fueron similares a los
de bibliografia (1), los cuales indican que durante los primeros
seis meses, en poblaciones con suficiente vitamina A, el rango
de concentracién promedio de retinol en leche materna es de
0,50 a 0,70 pg/mL. En el presente estudio, para los tres meses
analizados el promedio fue de 0,62 + 0,31 pg/mL.

TABLA3
_Concentraciones de vitamina A (pg/mL) en leches
humanas correspondientes a 5°, 6° y 7° mes posparto

P

5° mes 6° mes 7° mes p
n 75 80 68
Promediot DE  0,60+032  0,65+033 0,610,226 ns.
‘Rango 0,13-239 0,19-1,83 024-1,84
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Las ingestas recomendadas de vitamina A son de 400 pg/
dia para bebés de 0~ 6 meses y de 500 ug/dia para bebés de 7-
12 meses (10). Estas cifras se calcularon teniendo en cuenta
que ¢l nivel promedio de vitamina A en leche humana entre 0
y 12 meses es de-0,485 pg/mL. Para el célculo del primer
grupo (0 -6 meses) se tuvo en cuenta que la produccién
promedio de leche por dfa es de 780 mL. Para el segundo
grupo (7 - 12 meses) se debe sumar el aporte estimado debido
a la alimentacién complementaria (244 pg/dia) y el aporte
correspondiente a la leche materna (promedio de produccién
600 mL) equivalente a 291 pg/dia (10). De acuerdo con estos
datos consideramos que los bebés que s6lo ingieren leche ma-
terna con valores inferiores a 0,40 pg/mL podrian no cubrir
sus necesidades diarias de vitamina A.

Segin nuestros resultados diecinueve, muestras del 5°
mes (n=75), catorce muestras del 6° mes (n= 80) y diez
muestras del 7° mes (n= 68) presentaron valores de vitamina
A por debajo de 0,40 pug/mL. Esto indica que el 19,3% de las

muestras analizadas presentaron valores de vitamina A

caracteristicos de poblaciones deficientes.
CONCLUSIONES

Los parametros analiticos de linealidad, limite de
deteccién, limite de cuantificacién, exactitud y precision del
método para el ensayo en el dia y para el ensayo entre dfas
demuestran que el método desarrollado permite cuantificar,
en forma eficiente, vitamina A en muestras de leche humana.

Un elevado porcentaje (80,7%) de las muestras
correspondientes a una poblacién rural de Santiago del Estero,
Argentina, presentaron niveles de vitamina A suficientes para
cubrir las necesidades metab6licas del bebé atn en el caso de
ser amamantados en forma exclusiva. Sin embargo el 19,3%
de la poblacién present$ valores de vitamina A compatibles
con poblaciones deficientes (menor a 0,4 pg/mL). Seria
necesario evaluar si estos nifios reciben alimentacién
complementaria suficiente para cubrir sus necesidades diarias
de esta vitamina.

Dado que en la Argentina no se cuenta con informaci6n
acerca de los niveles de vitamina A en leche materna, se
propone esta metodologia para realizar un estudio de los
niveles de retinol en muestras de mujeres en distintas etapas
de la lactancia, de diferentes estratos socioeconémicos y de
diversas regiones del pafs a fin de establecer la adecuacién
con respecto a la vitamina A de los nifios amamantados.
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